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INTRODUCTION GENERALE

Ce travail a été réalisé au laboratoire d'anatomie et de cytologie pathologiques et

au laboratoire de recherche en oncologie du Centre Alexis Vautrin (CAV, Vandoeuvre-

lès-Nancy-France) ainsi qu'au Laboratoire de cancérogenèse de l' lnstitut National de

Recherche et Sécurité (lNRS, Vandoeuvre-lès-Nancy-France).

Avec cette double opportunité, nous avons tenté de montrer des modifications de

l'expression des oncogènes et/ou les modifications des oncoprotéines induites par

I'action des toxiques sur des souris ou dans les tumeurs de sein. En plus nous avons

analysé I'implication de ces modifications dans la pathogenèse des tumeurs.

En ut i l isant les outi ls de la biologie moléculaire de mutagenèse et de

cancérogenèse, notre objectif était : (i/ d'apporter des éléments diagnostiques et

pronostiques dans les cancers mammaires de la femme, (ii) de mieux comprendre les

mécanismes de mutagenèse et de cancérogenèse et d'indiquer s'i ls sont en cause dans

la toxicité in vivo du butoxyéthanol, appartenant à la famille des éthers de glycol à l'aide

du modèle des souris transgéniques v-Ha-ras.



PREMIERE

LE CANCER

PARTIE

DU SEIN
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CHAPITRE I

GENERALITES SUR LE CANCER DU SEIN

1. Position du problème

Toute prolifération désordonnée des cellules ou tissus peut aboutir à la

consti tut ion d'une tumeur. Quand une cel lule se divise de façon anormale mais

demeure néanmoins fonctionnellement et structurellement proche de la cellule normale,

elle entraîne la formation d'une "tumeur bénigne" refoulant les tissus environnants, sans

les envahir. Ces tumeurs bénignes peuvent prendre des proportions importantes. Leur

ablation chirurgicale assure en général, la guérison du patient. En revanche, si les

cellules se divisent de façon anarchique et acquièrent la capacité d'envahir des tissus

voisins, de migrer en d'autres sites du corps (formation de métastases), elles se

multiplient en détruisant I'architecture tissulaire et finalement la fonction de l'organe

envahi, elles sont appelées "tumeurs malignes" ou cancers.

Les cancers peuvent apparaître dans la plupart des tissus, en reproduisant en

général de façon plus ou moins bonne la structure tissulaire où ils ont pris naissance.

Selon I'origine des cellules dont ils sont issus, ils sont classés en différentes catégories

dont les principales sont : les carcinomes, de structure épithéliale, les sarcomes nés des

tissus de soutien (os, muscles, vaisseaux sanguins, tissu conjonctif...) et les leucémies

et lymphomes qui sont des cancers des lignées hématopoiétiques et lymphoides.

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Une femme sur

dix en est atteinte dans les pays développés (Wooster et Stratton, 1995). l l s'agit

essentiellement de carcinomes, nés de l'épithélium glandulaire mammaire. L'incidence



du cancer du sein est particulièrement élevée en Europe de I'Ouest, en Amérique du

Nord, en Australie où elle représente 20 à 30 l" de tous les cancers observés chez les

femmes (Parkin et coll., 1988). En revanche, I' incidence la plus faible est observée au

Japon (10,3 %), dans la plupart des pays en voie de développement, en Europe de l'Est

et en Asie (Adami et coll., 1990). Dans ces régions à taux faible de cancers du sein,

t'incidence de ces cancers progressent de manière régulière de 15 ans à 50 ans, âge à

partir duquel un plateau est observé (Ellman, 1987). Dans tous les pays l'incidence du

cancer du sein augmente. Celle-ci peut être partiellement imputée à une augmentation

de la durée moyenne de vie, ainsi qu'à une détection plus précoce des tumeurs (Blot et

coll., 1987). Pourtant le cancer du sein reste une des causes principales de mortalité

chez la femme dans les pays développés, spécialement parmi les femmes de moins de

45 ans.

1 .1 . Glande mammaire

La glande mammaire est une glande exocrine, dérivé ectodermique apparenté

aux glandes annexielles cutanées. Sa fonction est de sécréter le lait permettant de

nourrir les nouveaux nés. Chaque glande mammaire est constituée d'une vingtaine de

lobes indépendants séparés par un tissu conjonctif dense. Chaque lobe possède un

canal excréteur distinct s'ouvrant individuellement au mamelon. Chaque lobe est formé

de lobules, consti tuant les unités sécrétr ices, soutenues par un abondant t issu

conjonctif. La structure histologique des glandes mammaires varie avec le sexe, l'âge et

l 'état physiologique.

1.1.1. Développement

La glande mammaire apparaît chez l'embryon humain de quelques semaines

sous la forme d'un épaississement épidermique consti tuant ini t ialement la crête

mammaire, puis l 'ébauche mammaire. Cette ébauche mammaire de forme sphérique

comporte des bourgeons épithéliaux d'abord pleins puis creux, qui vont se multiplier et

croître progressivement vers le tissu conjonctif pour devenir les canaux mammaires.



Chez les hommes, la glande mammaire reste à ce stade rudimentaire. Chez les femmes,

à la puberté, ! 'augmentation de la sécrétion hormonale ovarienne va induire une

prolifération des canaux galactophores avec constitution de formations tubulo-acineuses

à leurs extrémités et accumulation de tissu adipeux intra et interlobulaire provoquant

une augmentation du volume mammaire.

1.1.2. Microanatomie - histologie

Chez la femme adulte, chaque lobe est constitué de canaux galactophores

ramifiés avec à proximité de l'orifice mamelonnaire une zone de dilatation à contours

sinueux-correspondant au sinus lact i fère (Figure 1). Ces canaux se divisent

progressivement, du revêtement cutané jusqu'à la profondeur du sein, pour constituer

des canaux de moyen et petit calibre et aboutir à l 'unité terminale ducto-lobulaire

(urDL).

L'UTDL comporte des canaux extra- et intralobulaires qui se terminent par les

acinii ces acini sont fonctionnels essentiellement pendant la grossesse et la lactation.

On sait maintenant (Wellings, 1975) que la plupart des lésions mammaires bénignes ou

malignes prennent naissance dans ces UTDL (Figure 2).

L'ensemble du réseau glandulaire est tapissé d'un revêtement épithél ial  cubo-

cylindrique associé à une couche discontinue de cellules myoépithéliales, reposant par

t' intermédiaire d'une membrane basale sur un fin réseau conjonctif.
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Figure 2 : Unité Terminale Ducto-Lobulaire.

1.1.3. Histophysiologie

Au cours du cycle menstruel, en dehors de la grossesse, il existe de discrètes

modifications, minimes mais constantes, de la structure histologique de la glande liées

aux variations du climat hormonal.

Pendant la grossesse, la glande mammaire atteint son développement maximal avec

mise en place du tissu sécrétoire proprement dit. Sous l' influence des hormones de

grossesse, il existe une importante prolifération des canaux galactophoriques, formation

active de tubes et alvéoles sécréteurs et raréfaction du tissu conjonctif et adipeux. La

'\.\\X

W
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sécrétion lactée n'apparaît véritablement qu'après la naissance de l'enfant. A I'arrêt de

la lactation, il existe une involution naturelle du tissu sécrétoire et retour à la situation

antérieure à la grossesse.

A la ménopause, l'involution glandulaire est plus marquée, caractérisée par une

atrophie épithéliale avec épaississement des membranes basales et enrichissement du

tissu conjonctif en adipocytes (Figure 3).

FORMATION
(vie

embryonnaire)

I
I

I
Y

DÉVELOPPEMENT
(puberté)

I
I
I
V

GLANDE AU REPOS
^

^

I
I

ATROPH|E <- TNVOLUTTON <- D|FFÉRENC|AT|ON
(ménopause) (grossesse lactation)

Figure 3: Glande mammaire normale.
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1.1 .4. Glande mammaire normale

Le tissu mammaire subit des remaniements constants plus ou moins marqués,

liés à différents facteurs tels que la réceptivité hormonale cellulaire, les conditions

vasculaires locales, l'existence de discrets phénomènes inflammatoires.

Au point de vue histologique, ces remaniements variables dans le temps et dans

I'espace, aboutissent à la juxtaposition de zones parenchymateuses hétérogènes. Cet

aspect quasi-constant, avec de discrètes altérations histologiques ponctuelles, d'origine

fonctionnelle est à distinguer des maladies dystrophiques plus évolutives, fréquemmenl

associées à une prolifération excessive du tissu glandulaire, constituant un facteur de

risque de développement d'un cancer.

1. 1.5. Mastopathies bénignes

Le terme de mastopathie bénigne est peu précis. En pratique, il désigne les

lésions bénignes du sein non inf lammatoires, mal l imitées à tendance dif fuse, à

l'exclusion en principe des tumeurs bénignes (fibroadénome, papillomes). l l s'applique

essentiellement à la maladie fibrokystique (mastose ou dysplasie fibrokystique, maladie

de Reclus.. .) .  Les maladies f ibrokyst iques englobent un ensemble de lésions très

différentes dont certaines seulement constituent un facteur de risque de développement

d'un cancer.

L' intr icat ion de lésions élémentaires tels que f ibrose, kystes glandulaires,

adénose (hyperplasie des lobules) et hyperplasie épithéliale de type canalaire ou

lobulaire aboutit à une formule histologique complexe de pronostic variable. Contesso et

coll. (1994) ont montré que le principal facteur de risque de développement d'un cancer

est I'hyperplasie épithéliale, les mastopathies bénignes peuvent être classées en trois

groupes en risque de transformation néoplasique de plus en plus élevé (Mutter, 1986).
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- Pas d'augmentation de risque (x 1)

Fibroadénome

Adénose, f ibro-adénose

Ga lactophorite ectasiante

Métaplasie apocrine ou épidermoide

Hyperplasie épithéliale modérée (> 2 à < 4 cel.),

- Risque faible (x 1.5 à 2)

Hyperplasie épithéliale modérée ou floride, sans atypie, solide ou papillaire

CyStadénome papillaire avec centre fibrovasculaire,

- Risque modéré (x 4 à 5)

Hyperplasie épithéliale avec atypie, canalaire ou lobulaire.

1.2. Le cancer du sein

1 .2.1 . Classification histologique

La classification histologique des cancers du sein tient compte de différents

facteurs, à la fois descriptifs et histogénétiques. Elle a pour but de déterminer un

traitement le plus adéquat possible.

La classification de I'OMS (Azzopardi, 1981) est basée sur I'origine tissulaire du

cancer, sur son caractère infiltrant ou non, ainsi que sur une éventuelle différenciation

morphologique part icul ière de la tumeur (Tableau 1). Les carcinomes, nés de

l'épithélium mammaire représentent à eux seuls 98 % des cancers du sein. Les cancers

d'autres origines (sarcome, lymphome,...), très rares, ne seront pas évoqués ici.
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Tumeurs non infiltrantes
Carcinome intracanalaire
Carcinome lobulaire in situ

Tumeurs infiltrantes

Carcinome canalaire infiltrant

Carcinome canalaire infiltrant
intracanalaire prédom inante

Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome mucineux
Carcinome médullaire
Carcinome papillaire

Carcinome tubuleux
Carcinome adénoide kystique
Carcinome sécrétant (juvénile)

Carcinome apocrine
Carcinome métaplasique
Autres

avec composante

Maladie de Paget du mamelon

Tableau 1 : Tumeurs mammaires malignes épithéliales (OMS 1981)

1.2.2. Histologie des carcinomes mammaires

Le caractère infiltrant ou non est une notion capitale dans le diagnostic de cancer

du sein en raison de ses répercussions cliniques, thérapeutiques, et pronostiques.

1.2.2.1. Les formes non inf i l t rantes :  Ces tumeurs sont caractérisées par une

prolifération des cellules cancéreuses dans les lumières glandulaires ou canalaires,

avec extension le long du système canalaire, sans infiltration de la membrane basale et

du tissu conjonctif voisin. Le risque métastatique est donc en principe nul. Toutefois,

l 'absence d'envahissement du tissu conjonctif peut signifier seulement qu'il n'a pas su

être démontré et n'exclut pas une microinvasion très focale. Le risque de récidive et de

survenue d'un cancer infiltrant sur une forme non infiltrante varie selon le type de lésions
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intraépithéliales rencontrées. On distingue morphologiquement deux grands types de

carcinomes non infiltrants :

- les carcinomes lobulaires rn srïu ou néoplasie intralobulaire, nés du lobule

mammaire. Ces lésions sans traduction clinique sont de découverte fortuite, sur pièces

opératoires.

- les carcinomes intracanalaires, d'architecture histologique variable, pouvant se

traduire cliniquement par une lésion tumorale, un écoulement mamelonnaire ou des

microcalcifications à la mammographie.

1.2.2.2. Les formes infiltrantes : Ces cancers sont caractérisés par I'existence d'une

destruction de la membrane basale avec pénétration et invasion du tissu conjonctif avec

risque d'effraction vasculaire, d'embolisation tumorale et de métastases à distance. ll

existe une grande diversité histologique de carcinomes inf i l t rants (Tableau 1) :

mucineux, papillaire, médullaire, tubuleux, adénoïde kystique, sécrétant, apocrine et

métaplasique. Ces formes sont toutefois peu fréquentes représentant environ 20 % de

I'ensemble des cancers du sein. Dix pour cent des cancers mammaires correspondent à

des carcinomes lobulaires infiltrants (Figure 4).
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Figure 4 :  Carcinome lobulaire inf i l t rant de grade l .  lnf i l t rat ion de pet i tes cel lu les

carcinomateuses peu atypiques isolées ou en f i le indienne autour d 'un canal non

tumoral (Gr. x 250).

Ces tumeurs sont const i tuées de cel lu les tumorales isolées parfois vacuol isées à

disposit ion particulière en "f i le indienne", associées souvent à un aspect squirrheux du

sein. Certaines formes composées du même type cellulaire mais où l 'architecture est

plus massive, trabéculaire voire même tubuleuse par endroits sont rattachées à ce

groupe de tumeurs.

La grande major i té des cancers du sein (70 %) correspond au carcinome

canalaire infi l trant sans autre indication (Figure 5), c'est-à-dire un carcinome infi l trant

dont l'aspect cytologique et architectural bien qu'extrêmement variable d'un cas à l'autre

ne permet pas de le rattacher à une des formes particulières précédemment citées.

Macroscopiquement les contours tumoraux peuvent être nets ou circonscr i ts,  ou

irrégul iers,  étoi lés avec spicules, ou mixtes. A l 'examen microscopique, les cel lu les

tumorales sont t rès polymorphes d'une tumeur à I 'autre adoptant une archi tecture

variable, êff massifs, travées ou formations glanduliformes ou tubuleuses, associées
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fréquemment à des foyers de carcinome intracanalaire. En fonction de la capacité du

cancer à former des structures carcinomateuses proches des glandes mammaires

normales, of l  peut déterminer le dégré de di f férenciat ion de la tumeur.  Dif férents

éléments traduisant le degré de di f férenciat ion: capacité à former des tubes, act iv i té

mitot ique.. . ,  sont ut i l isés pour établ i r  le grading histopronost ique. l l  existe di f férents

systèmes de grading pou r les cancers du sein (Scarf f-Bloom-Richardson, Black,

Harvei t . . . ) .  Le plus ut i l isé en France est celui  de Scarf f-Bloom-Richardson (Bloom et

Richardson, 1957).  Basé sur trois cr i tères:capacité de la tumeur à former des tubes,

degré d'anisocaryose et act iv i té mitot ique. l l  about i t  à un score correspondant à 3

grades:grade lde pronost ic favorable, grade l l  de pronost ic interrnédiaire et grade l l l  de

pronost ic défavorable. Bien que cr i t iqué de par son manque de reproduct ibi l i té et  le

manque d'objectivité dans l 'établissement de certains critères, I ' intérêt pronostique de

ce grading est tout à fait admis.

Figure S:Carcinome canalaire inf i l t rant de grade l .  Prol i férat ion i rrégul ière de structure

tubuleuse avec quelques microcalci f icat ions (Gr.  x 100).
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1.2.2.3.  Malad ie de Paget :  La maladie de Paget  représente moins de 2 % des

lésions néoplasiques mammaires. Cl iniquement,  i l  s 'agi t  d 'une lésion eczémati forme du

mamelon.  His to log iquement  l 'ép iderme est  in f i l t ré  par  des ce l lu les carc inomateuses

isolées ou non, sans invasion du derme sous jacent (Figure 6).  Cette migrat ion tumorale

au se in  de l 'ép iderme est  généra lement  assoc iée à un carc inome mam maire sous

jacent inf i l t rant ou non.

F igure  6 :Malad ie  de Paget  du mamelon.  Propagat ion in t raép idermique des ce l lu les

carc inomateuses qu i  appara issent  p lus vo lumineuses,  à  cytop lasme c la i r  e t  à  noyau

atypique (Gr.  x 250).

2. Les facteurs de risque

La survenue d'un phénomène de cancérisat ion de la glande mammaire est l iée à

des fac teurs  génét iques ( fac teurs  fami l iaux) ,  hormonaux,  env i ronnementaux e t

al imentaires.

Facteurs famil iaux

Des m utat ions peuvent

mammaire. La Figure 7 montre

contr ibuer  à  la  t ransformat ion mal igne de la  g lande

une l iste partiel le d'oncoprotéines et de protéines ayant
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un rôle suppresseur de tumeurs pouvant être impliquées dans le cancer du sein. Le

risque d'apparition du cancer du sein est 2 à 3 fois plus élevé si un collatéral de premier

dégré a déjà eu un cancer, et augmente avec le nombre de cancers observés dans la

famille, surtout si ces cancers surviennent avant la ménopause (Anderson et Badzioch.,

1986; Schneider et coll., 1986). Ces observations suggèrent par analogie avec d'autres

tumeurs, comme le rét inoblastome ou la tumeur de Wilms, I 'existence d'un gène

responsable qui augmenterait le risque d'environ 100 fois chez les porteurs de ce gène.

En effet, des remaniements chromosomiques sont mis en évidence, de manière

récurrente, dans les cancers du sein et sont susceptibles de porter des gènes pouvant

être modifiés, activés (oncogènes ou anti-oncogènes) voire même délétés (anti-

oncogènes). On peut donc penser que l'étude des familles à risque devrait être dans ces

cas très informative, comme I'a été l 'étude de la délétion héritée d'un allèle de l'anti-

oncogène RB et la mutat ion précoce de I 'al lèle restant,  dans la survenue du

rétinoblastome. ll a été établi une relation entre I'apparition précoce du cancer du sein

chez 23 famil les (146 cas de cancers du sein) et l 'existence d'une translocation

chromosomique 17q21 (Hall et coll., 1990). Le gène BRCA-I,(Breast Cancer'l) serait

un gène de prédisposition aux cancers du sein. Depuis son clônage et son séquençage

en 1994,30 mutat ions et 19 polymorphismes ont été décri ts. Un autre gène de

prédisposit ion aux cancers du sein, le BRCA-2 a élé mis en évidence sur le

chromosome 13q12-13 (Nowak,1994). Les altérat ions de ces deux gènes sont

associées à des types de cancers différents. Par exemple, les altérations de BRCA-1

sont associées également à un plus haut risque de cancer de I'ovaire que ne le sont les

mutations de BRCA-2. Une femme portant une copie défectueuse de BRCA-7 a 85 o/o de

risque de développer un cancer avant l 'âge de 65 ans. Les mutations de BRCA-1

représentent entre 80 et 90 "/o des altérations dues à la fois au cancer du sein et au

cancer de l'ovaire et seulement 50 7o chez les familles atteintes de cancer du sein

uniquement. Le gène BRCA-I jouerait  également un rôle dans certains cancers

sporadiques (Hal l  et col l . ,  1990; Malkin et col l . ,  1990), mais cette not ion est

controversée. En revanche, les familles dans lesquelles le cancer du sein est dû à
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f'altération du gène BRCA-2 incluent aussi des cas de cancer mammaire chez I'homme,

ce qui n'est pas vrai pour les familles chez qui on a observé uniquement l'altération du

gène BRCA-7(O'Brien, 1994). Ces deux gènes (BRCA-l et BRCA-2) continuent par

susciter un grand intérêt dans l'optique, peut-être possible de la mise au point d'un test

permettant de les détecter précocément chez les familles à risque (Kuska, 1995). En

pfus de BRCA-1, le chromosome transloqué 17q21 contient plusieurs gènes qui

pourraient être impliqués dans le développement du cancer mammaire tels : I 'estradiol

17 p-déshydrogénase qui catalyse la conversion de l'estrone en estradiol, le gène pS2

présente des similitudes avec des facteurs de croissance tels que les rnsuline-like

grovvth factors I el ll,le gène c-erbB-2 (HER-2/neu) qui code le facteur de croissance

épidermique, le NM 23, un gène qui a les propriétés d'un gène antimétastasique, le

WNT-3, homologue humain du gène activé par insertion rétrovirale dans les tumeurs

mammaires de souris, le gène codant le RAR-a (récepteur de I'acide rétinoique a), le

gène codant la topoisomérase lla, impliquée dans la réparation de I'ADN, le gène de la

prohibitine codant une protéine ayant un rôle suppresseur, le gène p53, anti-oncogène

qui joue un rôle important dans l'apoptose ou mort cellulaire programmée, le gène

c-Ha-ras connu surtout pour son rôle dans la tumorigenèse mammaire expérimentale

chez la souris.

2.2. F acteu rs hormonaux

La croissance et la di f férenciat ion de la glande mammaire normale sont

étroitement régulées par les hormones stéroïdiennes (Lippman et Dickson, 1989).

Certaines expériences à partir de modèles animaux suggèrent qu'un stimulus hormonal

agirait comme un promoteur de tumeur pour induire une expansion clonale de cellules

cancéreuses hormono-dépendantes, augmentant ainsi le risque de mutations qui

favoriseraient une progression maligne. La précocité de la survenue de la menstruation,

l'âge tardif de la première grossesse menée à terme (Adami et coll., 1990), la survenue

tardive de la ménopause augmenteraient le risque du cancer du sein (Trichopoulos et
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cof f ., 1972; Macmahon et Cole, 1972; Macmahon et coll., 1982). D'autres facteurs ont été

évalués, comme la prise à long terme d'estro-progestatifs à visée contraceptive, mais

n'ont pas été corrélés à une augmentation de I'incidence du cancer du sein.

Le rôle des estrogènes dans la prolifération des tumeurs est bien documenté,

mais leur rôle dans la cancérogenèse mammaire reste mal connu. Dans des études

épidémiologiques menées en Angleterre, il existerait une relation entre les taux

d'estradiot libre, biologiquement actif, le taux de globuline transporteuse des hormones

sexuelles et le risque d'apparition du cancer du sein. L'allaitement jouerait un rôle

protecteur dans le cancer du sein (Layde et coll., 1989; Mactiernan et Thomas, 1986),

mais èette notion n'est pas certaine (Adami et coll., 1990). Des récepteurs hormonaux

joueraient également un rôle dans la survenue des cancers du sein. Green et coll.

(1986) ont cloné le gène codant le récepteur des estrogènes et déterminé sa séquence,

permettant ainsi l 'élaboration d'anticorps monoclonaux capables de reconnaître la

protéine composée de 595 acides aminés, ayant une masse moléculaire de 66 kDa. ll

s'agit d'une protéine essentiellement nucléaire qui comporte un domaine de liaison-

interaction avec I'ADN ou DNA binding domain capable après activation par liaison de

I'estradiol, de déclencher la synthèse d'ARNm de protéines spécifiques. Le récepteur de

l'estradiol présente une importante analogie de structure avec d'autres récepteurs

nucléaires, dont les récepteurs de la progestérone, des glucocorticoides, des vitamine A,

et D3, des hormones thyroïdiennes et avec un oncogène viral (v-erbA) responsable des

leucémies aviaires. L'effet global de I'estradiol est une stimulation de la multiplication

cellulaire des cellules cibles. La présence des récepteurs de I'estradiol (RO) et de la

progestérone (RP) à la surface des cel lules tumorales a des conséquences

pronostiques et thérapeutiques :  le groupe des patientes RO+ a un pronostic

spontanément plus favorable que celui des patientes RO-. D'autre part, les patientes

RO+ sont sensibles aux trai tements hormonaux, et en part icul ier à I 'act ion des

médicaments anti-estrogènes non stéroïdiens tels que le triphényléthylène et le

tamoxifène. Ces médicaments qui se lient au récepteur, empêchent la liaison de

l'estradiol et bloque ses effets, agissant comme des compétiteurs irréversibles.
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2.3. Facteurs environnementaux

Les radiations sont des facteurs de risque de cancer du sein. Une fréquence

élevée du cancer du sein a été observée chez les personnes (spécialement chez les

enfants et les adolescentes) qui ont survécu aux bombardements atomiques au Japon

(Tokunaga et coll., 1982) et chez les femmes ayant subi des traitements par les rayons X

pour des lésions bénignes du sein (Modan et coll., 1989). Mais il existe également des

différences liées à I'origine géographique. Par exemple l' incidence du cancer du sein

est 6 fois plus importante en Hol lande qu'au Japon. Par ai l leurs, les immigrées

japonaises aux USA de la première et de la deuxième génération ont des taux de

cancers respectivement intermédiaires et égaux à ceux des américaines.

2.4. F acteurs alimentaires

Les facteurs diététiques (alimentation riche en lipides), obésité, grande taille,

abus de l'alcool ont été également mis en cause. La consommation de viande et de

graisse, surtout pendant la période prépubertaire, pourrait jouer un rôle important dans

la survenue des tumeurs.
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3. Les oncogènes

3.1. Introduction

Dans la cellule normale, la régulation de la croissance et de la différenciation

cellutaire (contrôlées par des facteurs de croissance tant internes qu'externes), se fait en

partie grâce à des activités biologiques localisées sur la membrane cellulaire, dans le

cytosol et dans le noyau. Ces activités modulent en dernier ressort les taux d'ARNm

intracellulaires qui contrôlent à leur tour le taux de certaines protéines nécessaires à

I'initiation de la synthèse d'ADN. Néanmoins il apparaît clairement qu'un évènement

génétique isolé n'est pas suffisant pour conduire à la malignité cellulaire (Alexander et

coll., 1989; Vogelstein, 1989).

L'étude de la biologie des cancers a bénéficié d'un saut conceptuel grâce à la

compréhension de la biologie moléculaire des virus transformants et particulièrement

des rétrovirus. Au cours de leur cycle de réplication, le génome des rétrovirus s'intègre

dans des séquences génétiques des cellules qu'ils parasitent. Ces rétrovirus peuvent

capturer des séquences propres à I'hôte appelées proto-oncogènes et qui leur confèrent

un avantage évolutif après réinfection de nouvelles cellules (Weinberg, 1985; Andres et

coll., 1988). Ces séquences nouvellement intégrées après avoir subi des mutations

activantes (par troncature ou mutation ponctuelle) vont induire une transformation

cellulaire : ces séquences sont appelés oncogènes. Une explication possible des

mécanismes intracellulaires régissant la progression des lésions vers la transformation

cellulaire est donc fournie par l 'étude des oncogènes (Harel et Leibovitch, 1993). On

dénombre dans toutes les cellules plus d'une centaine de gènes (proto-oncogènes et

anti-oncogènes) jouant un rôle dans la régulation ou le contrôle du cycle cellulaire en

réponse à des stimuli provenant du milieu environnant (Muller et coll., 1982). Or toute

anomalie génétique pouvant directement entraver la régulation de la mitose est

potentiellement susceptible d'entraîner une croissance cellulaire incontrôlée.
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Ces gènes interviennent dans la cancérogenèse sous leur forme "activée" et on leur

attribue alors le nom d'oncogènes. Leur activation résulte d'anomalies qualitatives

secondaires à des mutat ions ponctuel les, des troncatures, voire des anomalies

quantitatives d'expression du gène. Dans certains cas, l'activation d'un oncogène se

traduit par une réactivation de gène à un moment inopportun. La cellule reçoit dans ces

cas des signaux de prolifération capables de masquer les signaux normaux ou d'agir en

compétition avec les signaux de ditférenciation ou d'inhibition de croissance. L'altération

de l'homéostasie cellutaire qui en résulte constitue une étape vers la transformation

cellutaire. D'autres fois, l'activation d'un oncogène peut se manifester par une altération

fonctionnelle de I'oncoprotéine conduisant à I'expression d'un sig_nal de prolifération

inapproprié. Un tel mécanisme a été en particulier décrit dans le cas des oncogènes de

la famille ras qui, à la faveur d'une mutation ponctuelle, codent une protéine dont la

capacité à hydrolyser le GTP est altérée.

f l est apparu très vite grâce à l'expérience princeps de Varmus, Bishop et Stéhélin que

ces séquences oncogéniques portées par les rétrovirus sont des homologues des

séquences eucaryotiques d'ADN, ainsi que des gènes cellulaires clonés montrant des

propriétés transformantes. L'hypothèse avancée est que la variation d'expression ou la

mutation de protooncogènes est, pour partie, à l 'origine de la transformation cellulaire.

En effet, la comparaison entre les séquences protéiques traduites des oncogènes et les

séquences de protéines connues montre que ces protéines sont analogues à celles

impliquées dans la réception, la transduction cellulaire ou l'amplification du signa

mitotique d'origine extracellulaire, en d'autres termes ce sont des protéines impliquées

dans les processus de régulation de la croissance cellulaire (Weinberg, 1985). Les

protooncogènes sont donc indispensables à la division et/ou à la différenciation

cel lulaire: i ls codent des protéines caractérisées soit  par leur local isat ion para-

membranaire, soit par leur activité enzymatique ou leur affinité pour les polynucléotides

(Weinberg, 1985).
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Dans les cancers mammaires, la cascade d'évènements génétiques ou

épigénétiques menant à la transformation cellulaire reste pour le moment inconnue.

Dans les tumeurs mammaires, cette étude ne peut être menée qu'aposterioriet de ce

fait, seule une déduction à partir d'observations, de dérèglements d'expression des

oncogènes ou leurs mutations peut permettre de bâtir une hypothèse sur la survenue de

cette pathologie. Les modèles animaux restent artificiels mais peuvent permettre de

conforter des déductions issues d'observations. L'affinement des techniques de biologie

moléculaire et les progrès techniques facilitant les études des acides nucléiques

peuvent faire espérer un recueil plus ample d'informations.

3.2. ClasSification des oncogènes

L'analyse des oncogènes et oncoprotéines impl iqués dans la transformation

cellulaire permet l 'étude de la régulation du cycle cellulaire par les protooncogènes

équivalents. Ces oncogènes font partie intégrante de la chaîne d'évènements qui, à

partir du signal extracellulaire se propage jusqu'à la commande intranucléaire de la

régulation génique. Weinberg (1985) sur la base de leur localisation dans les cellules a

réparti les oncogènes et les oncoprotéines en 6 grandes classes :

Classe 1 : les facteurs de croissance. Exemple : Proto-oncogène c-sis, gène de la

chaîne Ê du facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet Derived Growth

Factor : PDGF).

Classe 2 : les récepteurs des facteurs de croissance. Ce sont des glycoprotéines

comportant généralement 3 domaines :  (r /  domaine extracel lulaire, ( i i )  domaine

transmembranaire, (iii) domaine intracellulaire. Exemole : c-erbB-2, récepteur de l' EGF

(Epidermal Growth Factor).

Classe 3 : les protéines membranaires liant le G.T.P. Exemole : membres de la

famiffe des oncogènes RAS: Ha-ras-l, Ki-ras-2, N-ras'l.
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Classe 4 : les tyrosine protéines kinases membranaires qui phosphorylent les

résidus de tyrosine des protéines cibles. Exemple : c-src, c-abl, c-fps, c-yes etc...

Classe 5 : les protéines kinases cytosoliques qui phosphorylent les résidus sérine

et thréonine. Exemple : c-mos et c-raf-1.

Classe 6 : les protéines à activité nucléaire. Exemple : c-erb-A, récepteur de

l'hormone thyroidienne.

Généralement, les gènes ras, src, mos, abl, laisant partie des oncogènes dont les

produits ont une localisation cytoplasmique, confèrent aux cellules la perte de l'ancrage,

donc la perte des systèmes d'adhésion intracellulaire. D'autres induisent la sécrétion

des facteurs de croissance comme le PDGF : tous ces oncogènes peuvent être activés

par des troncatures ou des mutations ponctuelles. Les oncogènes nucléaires (myc, myb,

fos, jun...) seraient responsables de l'immortalisation des cellules et sont activés par une

dérégulation de leur niveau d'expression (FigureT\.
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une homofogie de séquence et de structure avec l'Epidermal Grovvth Factor Receptor

(EGF-R; Schechter et co11.,1984; Yamamoto et coll., 1986; Gullick et co11.,1990). L'EGF-R

est aussi appelé c-erbB-1, HER1 ou neu (Coussens et coll., 1985). La substitution d'un

seul acide aminé (remplacement d'une valine par un acide glutamique) dans la partie

transmembranaire de la protéine conduit à une activation du proto-oncogène murin neu.

Un locus homologue a été identifié chez I'homme en 17q21 (l 'homologue humain du

gène neu est appelé c-erbB-2). L'homologie de séquence avec le gène murin est

d'environ BB o/o. Le c-erbB-2 code une protéine de poids moléculaire légèrement

supérieur à 1gO kDa, mais par convention la protéine effectrice humaine s'appelle

également p185. Elle comporte trois domaines (Coussens et coll., 1985; Yamamoto et

col l . ,  1986).

- un domaine extracellulaire, avec une homologie dans les séquences de 40 "/o,

notamment pour les motifs riches en cystéines,

- un domaine transmembranaire présentant peu d'homologie (28 "/") avec le gène

EGF-R permettant l'ancrage de la protéine dans la membrane,

- un domaine tyrosine-kinase intracel lulaire très conservé qui présente une

importante homologie (85 %) avec I'EGF-R (Coussens et coll., 1985). En revanche, la

région comprise entre le domaine kinase et les sites d'autophosphorylation de la

protéine p195 possède une séquence de quarante acides aminés absente chez I'EGF'R

(Figure 8).
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Figure I : Structure de l'oncoprotéine c-erbB-2el du récepteur de I'EGF.

De plus, le site d'autophosphorylation (P4) en position 1086 est absent de c'erbB'2

(Hsuang et coll., 1989).

Deux types de ligands (facteurs de croissance protéiques) de p185 ont été mis en

évidence (Figure 9). l ls sont entièrement différents des ligands de I'EGF-R malgré

d'importantes homologies entre les deux récepteurs (Tarakhovsky et coll., 1991; Yarden

et Peles, 1991). Un des ligands, une glycoprotéine de 35 kDa, est capable de stimuler le

produit du gène normal, mais ne réagit pas avec l'oncoprotéine neu constitutivement

active (Yarden et Peles, 1991). Le deuxième ligand, un polypeptide de 25 kDa est

secreté par des macrophages activés. La structure de ces deux ligands n'est pas définie

à I'heure actuelle.

SH-rich IL Transmembrane region
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Figure 9 : Structure générale des récepteurs de facteur de croissance.

3.3.2. Expression de c-erbB-2 dans les cancers du sein

Le c-erbB-2est exprimé dans 10 à 30 % des carcinomes du sein. ll existerait une

bonne corrélation entre I'amplification du gène et la surexpression de la protéine.

Néanmoins, on observe parfois une amplification sans hyperexpression de la protéine

c-erbB-2 et réciproquement. Ce phénomène a été démontré in vitro et dans les cancers

mammaires (McGuire, 1987; Berger et coll., 1988; Borresen et coll., 1990; Corbett et

col l . ,  19g0; Dawkins et col l . ,  1993). L'oncoprotéine p185 peut être détectée en

immunohistochimie sur t issus mammaires inclus en paraff ine. La suppression

antigénique est associée à un pronostic défavorable. De nombreuses études présentent

la p185 comme un marqueur de ce pronostic défavorable (Gullick et coll., 1990). Elle est

détectée avec une plus grande incidence dans les carcinomes in situ, particulièrement
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ceux de hauts grades de types comédocarcinomes. Elle n'est pas détectable dans les

hyperplasies atypiques et régulières.

3.4. Les oncogènes de !a superfamille Ras

Les protéines codées par les gènes ras décrites initialement dans les sarcomes

du rat (RAt Sarcoma) induits par des rétrovirus murins, sont apparentées à la

superfamille de petites G-protéines fixant le GTP. Les protéines G contrôlent le taux de

GTP intracellulaire, composé essentiel dans la régulation de la physiologie cellulaire.

Les gènes ras codent des protéines de 21 kDa (pZlrasl à local isat ion sous

membranaire ou intra-membranaire. Actuel lement, on connaît à peu près une

cinquantaine de membres regroupés, en 5 sous-familles Ras, Rho (Ras Homology), Rab,

ARF (ADP Ribosytation Factor) et TC4 (Hall, 1990; Valencia et coll., 1991; Chardin,

1gg1). Les membres de la famille Ras sont des composants essentiels des voies de la

transduction des signaux de prolifération et de différenciation. Les membres des familles

Rab et ARF interviennent dans le transport des vésicules entre les dif férents

compartiments intracellulaires (Goud, 1992; Lowy and Willumsen, 1993). Trois gènes

Æas sont connus ; H-Ras, K-Ras, N-Fas. H-Ras, K-Ras sont des gènes d'or igine

cellulaire responsables du pouvoir transformant des rétrovirus de "Harvey" et de

"Kirsten" qui induisent des sarcomes chez le rat et la souris. N-Ras (N pour "non-

equivalent retrovirus" car il ne possède pas d'équivalent rétroviral connu) est fortement

apparenté aux deux autres. Ces trois gènes ont été découverts chez I'homme lors de

recherche d'altérations génétiques dans les tumeurs. (Chardin, 1994).

Les trois gènes ras ont une structure commune avec un exon non-codant en 5'et

quatre exons codants. Les introns des trois gènes sont largement différents par leur

taille et leur séquence. En effet, les séquences totales du gène K-ras humain font 35

kpb, tandis que celles de H-ras et de N-ras font respectivement environ 3 et 7 kpb. Le

gène K-ras code deux protéines p21, K-RasA et K-RasB du fait de I'existence d'un

quatrième exon alternatif (4A et 4B). Les protéines H-Ras, N-Ras et K-RasA possèdent
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189 acides aminés, tandis que K-RasB en possède 188. Le niveau de production de

I'ARN messager codant la protéine K-RasB est plus élevé que celui codant la protéine

K-RasA. Les protéines ras sont présentes dans tous les tissus.

Les analyses cristallographiques des protéines ras modifiées par mutagenèse

dirigée ont fourni un aperçu de la structure de ras ainsi que des autres membres de la

superfamille des protéines ras. Les gènes ras sont mutés dans environ un tiers des

tumeurs humaines. L'allèle transformant ne diffère de I'allèle normal que par une seule

mutat ion due à la substi tut ion des acides aminés 12, 13 ou 61. L' identi f icat ion de

facteurs qui régulent positivement ou négativement I'activité de ras, I'implication de ces

facteurs dans les transmissions des signaux physiologiques et pathologiques dans les

tumeurs restent à étudier. Les études des modifications post-traductionnelles de ras qui

impliquent les produits de la voie de synthèse des stérols représentent aussi des voies

de recherche prometteuses.

3.4.1. Structure primaire des protéines ras

Les séquences des protéines ras ont une forte homologie. Les acides aminés 1 à

164 sont identiques sauf les résidus 151 à 153. Par contre la séquence C-terminale est

toute différente. Ces protéines sont constituées d'un domaine globulaire de 160 acides

aminés dont ceux constituant le site de fixation du nucléotide GTP. L'extrémité C

variable se compose de 24 acides aminés. Elle se termine par un motif CAAX

(C : cystéine, A : acide aminé aliphatique, X : acide aminé variable). Cette variabilité

suggère une fonction propre à chaque protéine ras.

3.4.2. Localisation des protéines ras et modifications post-traductionnelles

Les protéines ras ont une demi-vie d'au moins 24 heures. La cystéine 186 est

nécessaire pour initier I 'ancrage des p21râs esv la membrane. Les protéines mutées

ayant des altérations de ce résidu ne sont plus transformantes et la protéine reste

cytosolique. La protéine H-ras se termine par la séquence : Cys-Val-Leu-Ser. La FTase
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(farnésyl-transférase) ajoute un groupement farnésyl sur la cystéine, puis une protéase

spécifique vient cliver les trois derniers résidus : AAX, et le groupement carboxyle de la

cystéine, devenue terminale, est méthylé par une carboxy'méthyl transférase. La

protéine possède alors une extrémité C fortement hydrophobe et une importante atfinité

pour les membranes. Finalement, les résidus cystéine en amont de la cystéine

farnésylée sont palmitoylés d'une manière irréversible et la protéine présente ainsi une

affinité membranaire et une activité biologique accrues. L'interaction avec la membrane

est stabilisée, car les résidus chargés positivement agissent sur les charges négatives

apportées par les résidus palmitates.

3.4.3.-Protéines ras et signalisation

Le gène c-Ha-ras est un des premiers oncogènes à avoir été étudié dans un

modèle de cellules en culture. ll possède la capacité de transformer des cellules N|H3TS

immortal isées (Barbacid, 1987). Les cel lules deviennent alors malignes et se

comportent comme des cellules à potentiel métastatique sur souris nude. c'Ha-ras joue

un rôle dans la transduction des signaux de la surface vers l ' intérieur de la cellule. La

manière dont les oncoprotéines ras interviennent dans la signalisation intracellulaire est

imparfaitement connue. Leur activité est modulée par une autre protéine (GAP, GTP'ase

Activating Protein) qui semble être un substrat des tyrosine-kinases membranaires et

cytosoliques. Les protéines Ras sont présentes sous deux formes, une liée au GTP

active ou l'autre au GDP. Les protéines ras ont une activité GTPasique faible,

contrairement aux autres G protéines. Après avoir fixé le GTP, elles se lient au GAP/NF1

qui favorise I'hydrolyse du GTP en GDP et permet l 'action sur l 'effecteur du ras

(Figure 1O). Le retour à la forme liée au GTP se fait par un processus d'échange

pouvant être régulé négativement par la protéine GDI (GDP-dissociation inhibitor) ou

positivement par la protéine GDS (GDP-dissociation stimulato|.
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Figure 1O: Modèle des fonctions effectrices présumées des protéines activant la

GTPase. (Bollag et McOormick, 1991).

La protéine NF1 codée par un gène altéré dans la neurofibromatose de

Recklinshausen remplit une fonction identique à la protéine GAP, avec laquelle elle

possède des similitudes de structure. Ces deux protéines à effet régulateur négatif

jouent vraisemblablement aussi le rôle d'effecteur des 921ras. Néanmoins, bien que

servant de cible en aval des p21 ras , al n'est pas certain que ces protéines soient les

effecteurs exclusifs des P21ras.

3.4.4. Régulation de I'expression du gène ras'

La régulation positive des g2lras semble être une protéine de 35 kda favorisant

l,échange GDP/GTP sur les g21ras. L'activation de la p21ras entraîne une cascade

d'évènements concourant à activer le cycle mitotique et à faire passer la cellule de la

phase Gg en phase de synthèse d'ADN (phase S). La P?lras induit I'augmentation de

I'activité de la phospholipase C (PLC) conduisant à l'élévation des concentrations en

inositol triphosphate (lP3) et en diacylglycérol (DAG) puis I'activation de la protéine

kinase C (PKC) (Barbacid, 1987; Pincus et coll., 1992). La PKC possède également la

propriété de phosphoryler les Merystoyle Alanine Rich Cyclin-Kinase Substrate

(MARCKS). De cette action résulte une modification des interactions entre filaments

d'actine et membrane cellulaire. Ceci aurait pour conséquence une altération de
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I 'ancrage des cellules et pourrait donc favoriser le processus de transformation

cellutaire. De même, la PKC est capable de phosphoryler une autre famille de kinases

appelées Extracellutar Regulated Kinase (ERK) pouvant alors entraîner une

réorganisation des microtubules, affectant le cytosquelette et conduisant à une

modification de la structure cellulaire.

D'une manière identique, les protéines RhoA et Racl (faisant partie de RhoB)

appartenant à la superfamille ras sont impliquées dans la réorganisation des fibres

d'actine de plusieurs structures cellulaires (Ridleyet Hall, 1992; Ridleyet coll., 1992). l l

existe une régulation concertée entre les protéines Rho et Ras. Ceci s'explique par

l'existènce d'un facteur d'échange GDP/GTP de p21râs ç613s1érisé par Shou et coll.

(1992). ll s'agit de GRFras (guanine nucleoside releasing factor for Ras p21), protéine de

140 kDa dont la région carboxy-terminale est similaire à celle de la protéine de levure

CDC25, facteur d'échange de Ras pour la levure, et à celle de la protéine de drosophile

SOS (Son Of Sevenless), impliquée dans la voie de signalisation du récepteur tyrosine

kinase sevenless (Simon et coll., 1991;Shou et coll., 1992).

La liaison des facteurs de croissance à leurs récepteurs entraîne l'activation, non

seulement de ras, mais également d'une série de protéines cytoplasmiques : Ras "">

Raf ....> Mitogen Activated Protein kinase kinase (MAPKK) ..'.> MAP kinase (MAPK). La

MAP kinase est ensuite transloquée vers le noyau où elle phosphoryle et active certains

facteurs de transcription. Pour démontrer l ' importance dans la transmission des signaux

menant à la prolifération cellulaire, Brunet et coll. (1995) ont tenté d'obtenir une forme

constitutivement active de la MAPKK en clonant I'ADN complémentaire de la MAPKK de

fibroblastes de hamsters chinois. La MAPKK est activée par les kinases en amont, par

phosphorylation de deux résidus sérines (S218 et3222). Le remplacement de ces sites

de phosphorylation par des acides aspartiques (mutant 3218D|S222D) a permis

d'obtenir une version constitutivement active de la MAPKK. L'expression de ce mutant

dans des fibroblastes provoque, en l'absence des facteurs de croissance, l'activation de

la MAPK endogène, sa translocation dans le noyau, et l 'activation des facteurs de
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transcription dépendants de la MAPK. Ce qui montre que l'activation constitutive de la

MAPKK est un évènement suffisant pour déclencher les étapes de la cascade de

transmission des signaux mitogéniques situés en aval.

Ces mécanismes ont pour conséquence d'augmenter en part icul ier la

concentrat ion en calcium intracel lulaire et de favoriser la phosphorylat ion de

nombreuses protéines. C'est le cas des protéines gouvernant l'échange Na+/H+ dont la

phosphorylation entraîne une élévation du pH cellulaire. Les variations du taux de

calcium et du pH intracellulaire sont deux évènements régulant la synthèse de I'ADN

ainsi que I'expression génique.

L'utilisation d'esters de phorbol comme le TPA, agent mimant I'action de ras sur la

PKC a montré que cette dernière pouvait conduire, de façon précoce et par un

processus de phosphorylat ion, à une act ivat ion du facteur de transcript ion

AP1(complexe jun/fos; Lee et coll., 1987). Le complexe AP1 a la propriété de pouvoir

réaliser la phosphorylation de protéines associées à la chromatine et ainsi, de permettre

son déroulement. Ainsi I ' induction d'une conformation plus ouverte pourra conduire à

une exposition ptus importante de certains domaines régulateurs de gènes à divers

facteurs inducteurs ou inhibiteurs.

Le produit du gène ras a également la propriété de pouvoir l ier la protéine anti-

oncogénique p53 et de I'empêcher de jouer son rôle de contrôle de la croissance et de

la dif férenciat ion cel lulaire. l l  a été également proposé que la suppression de

I'expression de certains gènes ras-induits pouvaient survenir au niveau nucléaire, par

I'action de la pRB (protéine du gène du rétinoblastome) et de la p53 (Spandidos et coll.,

1992). On le constate, les protéines ras se trouvent à un niveau crucial du cheminement

de l ' information de l 'extérieur vers l ' intér ieur des cel lules :  el les transduisent

t' information de l'extérieur de la cellule vers le noyau, siège de l'expression des gènes,

en permettant notamment son amplification intracellulaire par les protéines kinases.
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3.4.5. Rôle pathologique des protéines ras

Les protéines oncogènes g21ras isolées à partir des tumeurs expérimentales

induites par des agents physiques ou chimiques ou humaines ont perdu I'activité

GTPase et se trouvent de ce fait dans un état d'activation permanente. Les protéines ras

mutées restent fixées plus longtemps aux protéines GAP sous forme d'un complexe qui

par l'intermédiaire des protéines effectrices cytosoliques (protéines kinases) continuent

à envoyer des signaux mitotiques aux effecteurs nucléaires (dont les protooncogènes).

3.4.6. Ras et tumeurs mammaires

La présence de la protéine ras dans les lésions tumorales mammaires , surtout si

elle est associée à la présence de c-erbB-2 est corrélée à une issue clinique

défavorable (Dati et coll., 1991). La présence des oncoprotéines p21râssl c-erbB-2 a

été recherchée dans 75 carcinomes mammaires et il a été observé une corrélation à la

fois des deux oncoprotéines avec des niveaux élevés du récepteur aux estrogènes (ER)

et du récepteur du facteur de croissance épithélial (EGFR), mais pas avec I' index

mitotique. Concernant le ras seul, la majorité des carcinomes mammaires a exprimé des

niveaux élevés de la protéine ras. Malgré des avis contraires émanant de plusieurs

auteurs, il existerait un lien entre les niveaux élevés de p21râs s1 la taille tumorale

(Lundy et coll., 1986), la positivité des ganglions lymphatiques (Lundy et coll., 1986), et

le statut des récepteurs d'estrogènes. Les études immunohistochimiques mettant en

évidence à la fois g21ras et c-erbB-2 sont plus significativement associées à une issue

clinique défavorable que si l'on étudie les deux oncoprotéines séparément. Ceci est dû

à une possible interaction entre le ras et le c-erbB-2 dans la transformation cellulaire qui

reposerait sur deux constatations indépendantes : (i) le c-erbB-2 appartient à la famille

des récepteurs du facteur de croissance tyrosine kinase dont certains membres

interagissent avec lap?lras pat l ' intermédiaire du GAP (Ellis et coll., 1990; Kaplan et

coll., 1990; Fort et Vincent, 1993; Burgering et coll., 1995), (ii)le facteur qui augmente

l'activité d'autophosphorylation de c-erbB-2 a été trouvé dans les milieux de cultures
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cellulaires transformées par ras (Yarden et Weinberg, 1989). Ainsi donc, on peut faire

I'hypothèse que I'expression de ras pourrait induire une activation de c-erbB-2 et doter

les cellules cancéreuses mammaires d'un phénotype particulièrement aggressif. La

recherche de l'oncogène ras (éventuellement associée à celle du c-erbB-2) pourrait

aider à la caractérisation biologique des cancers mammaires primitifs et ainsi aider à

définir le pronostic de la tumeur en complément avec d'autres facteurs pronostiques

déjà établis.

3.5. Le gène pS2

Le gène pS2 est I'un des gènes dont I'expression est contrôlée par l'estradiol que

ce soit dans les cellules mammaires humaines en culture MCF-7 ou dans les lésions

tumorales du sein (Rio et coll., 1988; Mori et coll., 1988; Foekens et coll., 1990; Cho et

coll., 1991; Koerner, 1992; Besse et coll., 1994).

3.5.1. Structure et régulation du gène pS2

Le gène pS2 a été cloné et séquencé (Jeltsch et coll., 1987; Roberts et co11.,1988).

La protéine pS2 présente des similitudes avec des facteurs de croissance tels que les

insutine-tike grovvth factors I et ll. qui sont des polypeptides secrétés et, constitués

respectivement, de 67 et 70 acides aminés et renfermant de nombreux résidus de

cystéines.

L'ARNm de pS2 est induit par divers facteurs de croissance comme I'EGF,

I'insuline, l ' lGF-1 et le FGF (Cavailles et coll., 1989; Kida et coll., 1989). La synthèse de

pS2 est sous le contrôle du récepteur d'estrogènes (RE). Les délétions dans la partie

NH2-terminale du RE bloque la synthèse de la protéine pS2 (Kumar et coll., 1987). La

suppression de l'estradiol dans les cultures de cellules MCF-7 entraÎne la disparition de

synthèse de pS2 et la mort de la cellule (Kyprianou et coll., 1991). La présence de

l'oncoprotéine pS2 dans une lésion tumorale est donc le témoin de son caractère

hormonosensible et de la bonne fonctionnalité des récepteurs d'estrogènes. La pS2
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pourrait jouer le rôle de facteur pronostique dans les cancers du sein devant permettre

de mieux définir les groupes de patients susceptibles de bénéficier d'une thérapie

adjuvante (Foekens et coll., 1993).

3.5.2. pS2 et cancer du sein

La protéine pS2 est exprimée dans 45 à 70 % des cancers du sein (Henry et coll.,

1gg1). La présence des récepteurs d'estrogènes a été recherchée à I'aide des

anticor.ps monoclonaux (Laboratoire Abbott, Chicago, U.S.A) sur des tissus congelés.

Dans tous les cas, la présence des deux protéines RE et pS2 est liée à celle de leur

ARNm. La présence de la protéine pS2 dans les cancers du sein reflète donc

I'augmentation de la transcription du gène pS2, comme cela avait été démontré

antérieurement dans les cel lules MCF-7. Contrairement à RE qui se trouve

exclusivement dans le noyau, la protéine pS2 est localisée dans le cytoplasme avec

souvent une condensation périnucléaire correspondant probablement à I'appareil de

Golgi, ce qui n'est pas étonnant puisqu'il s'agit d'une protéine sécrétée. Pour mesurer la

fonctionnalité des récepteurs aux estrogènes, la recherche de la protéine pS2 est

proposée comme marqueur (Gion et col l . ,  1993; Foekens et col l . ,  1993). Cette

recherche a un intérêt pronostique, car les patientes dont les tumeurs répondent aux

hormones ont en moyenne une survie de un an et demi à deux ans supérieure à celles

dont les tumeurs ne répondent pas à l'action des hormones stéroides.

4. Les anti-oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs

4.1. Général i tés

Les "anti-oncogènes" sont aussi appelés des "gènes suppresseurs de tumeurs"

ou "gènes suppresseurs de croissance". Par leur absence ou leur expression sous

forme modifiée, ces protéines sont associées à une perte de contrôle de la prolifération

et de la différenciation cellulaires et de ce fait, sont liées au processus néoplasique.
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En etfet, dans les conditions normales, il existe, au sein de la cellule, un contrôle

négatif qui dicte à la cellule de ralentir sa croissance et d'augmenter son niveau de

différenciation. La perte de cette fonction par inactivation d'anti-oncogènes se traduit par

le fait que les cellules entrent en division cellulaire incontrôlée surtout si par ailleurs, des

oncogènes sont activés.

L'hypothèse selon laquelle les anti-oncogènes régulaient l 'expression des

oncogènes a été émise par Knudson (1971). Les gènes suppresseurs de tumeurs, à

I'inverse des oncogènes inhibent la prolifération des cellules normales (Weinberg,

1e85) .

Les protéines codées par les anti-oncogènes remplissent également une fonction

régulatrice sur la croissance cellulaire, la nature de cette fonction et le niveau exact où

elle s'exerce commencent seulement à être précisés en termes moléculaires. Dans leur

forme native, ces protéines font partie d'un réseau complexe de réactions enzymatiques

qui participent au déclenchement de la réplication de I'ADN (lors de la phase S) lorsque

les cellules sortent de la quiescence (phase GO). Le cycle cellulaire est induit lorsque les

cel lules reçoivent des signaux extérieurs spécif iques :  facteurs de croissance,

hormones, modulateurs chimiques. La transmission de ces signaux s'effectue par

I'intermédiaire de récepteurs membranaires ou nucléaires, puis par des chaînes de

réactions intervenant dans le cytoplasme (cas des récepteurs membranaires), pour

aboutir à la mise en route du cycle cellulaire, dans le noyau.

La suppression des anti-oncogènes constitue un évènement important dans la

progression de nombreuses formes de cancer. l ls sont présumés agir comme facteurs

transcriptionnels, bien que l' identité des gènes soumis à leur régulation ne soit pas

connue. Contrairement aux oncogènes qui agissent sur un mode dominant et stimulent

la croissance cellulaire, les anti-oncogènes agiraient sur un mode récessif et exercerait

normalement un contrôle négatif en limitant la croissance cellulaire. Leur inactivation
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résulte de mutations ou de délétions, mais dans ce cas les deux allèles doivent être

modifiés, ce qui a pour conséquence de les rendre non fonctionnels.

En dehors des deux gènes suppresseurs de tumeurs pRB (retinoblastoma

protein) et p53 les plus étudiés à l 'heure actuelle, d'autres gènes suppresseurs de

tumeurs ont été mis en évidence par I'observation de délétions de fragments de

chromosomes dans des tumeurs de cancer colorectal. Ce cancer il lustre d'ailleurs la

cancérogenèse en multiples étapes car, outre l'activation du protooncogène ras, des

délétions de fragments de chromosomes 5, 17 et 18 sont constatées. Comme autres

candidats potentiels de gènes suppresseurs de tumeurs, on retrouve le gène Mutated in

Colorectal Cancer (MCC) et le gène Adenomatous Polyposis Coli (APC) sur le

chromosome 18 (Vogelstein, 1989).

Pour certains cancers de reins, la mise en évidence d'une délét ion du

chromosome 11 a permis l ' identi f icat ion d'un autre gène suppresseur de tumeurs

inactivé dans les tumeurs de Wilm's (WT1). Des travaux récents ont montré que le gène

WT1 code un facteur de transcription possédant quatre motifs en doigts de zinc

permettant sa fixation à I'ADN.

Plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs doivent être mutés avant que la cellule

s'achemine vers un état tumoral. Néanmoins, du fait de leur nature récessive, la

correction d'un seul défaut, comme par exemple, I' introduction d'un seul chromosome

intact dans les cellules colorectales tumorigènes suffit pour inhiber la tumorigénèse.

Autrement dit, la thérapie d'un cancer peut avoir l ieu à ce niveau de la tumorigenèse.

L'intervention donc, à un seul niveau ou stade pourrait être suffisante pour supprimer le

comportement tumoral des cellules. Ce résultat constitue un point très important pour le

traitement du cancer colorectal et dans I'avenir pourrait être appliqué pour d'autres

cancers, notamment le cancer du sein.
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4.2. L' anti-oncogèn e p53

La p53 a élé longtemps considérée comme un oncogène, mais enfin s'est avérée

être un anti-oncogène lorsqu'il n'est pas muté (Caron de Fromentel et Soussi, 1992).

Ceci s'explique d'abord par le rôle du gène p53 au niveau de la réponse cellulaire vis-à-

vis de I'altération de I'ADN (Kastan et coll., 1992; Khan, 1992; Lane, 1992; Hall et Lane,

1994), puis ensuite par l ' implication de ce même gène dans le processus apoptotique

(Shaw et coll., 1992; Yonish-Ronach et coll., 1991).

4.2.1. Structure de la protéine p53

'La 
protéine p53 est une phosphoprotéine de 393 acides aminés localisés dans le

noyau. La protéine p53 est constituée de trois domaines fonctionnels différents

impliqués dans la régulation de son activité (Milner, 1995). Le domaine N-terminal, riche

en résidus acides, forme une structure en hélice a et pourrait posséder une activité de

contrôle transcriptionnel (Vogelstein et Kinzler, 1992; Marshal, 1991; Levine, 1992). Le

domaine central, compris entre les résidus 100 et 300 se lie à I'ADN par l ' intermédiaire

des séquences consensus. Ce site de liaison est constitué de deux motifs symétriques

de 10 paires de bases séparés par 13 paires de bases (El-Deiryet coll., 1992). La partie

centrale (riche en proline hydrophobe) est formée d'une structure hydrophobe dite en

feuillets B sur laquelle s'ancrent deux structures en boucle maintenues entre elles par un

atome de zinc et un motif boucle-feuillet-hélice. Cet ensemble cohésif de boucles

présentant une interaction avec le grand et le petit sillon de I'ADN est codé par quatre

des cinq domaines hautement conservés du gène. Cette partie centrale, quand elle est

le siège de mutations ponctuelles confère un caractère transformant aux cellules. Le

domaine C-terminal riche en résidus basiques lie I'ADN (Hupp et coll., 1992), et forme

lui aussi une structure en hélice cr. C'est également à cet endroit qu'est situé le signal

d'adressage nucléaire de la protéine permettant à cette dernière de gagner le noyau

après sa synthèse. Le domaine C-terminal possède une séquence d'oligomérisation

entre les résidus 319 et 360 permettant la formation de dimères et de tétramères
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(Stenger, 1992). La protéine p53 est considérée comme le gardien du génome (Lane,

1992), car ses différentes activités sont le garant de la stabilité génétique de la cellule

comme nous le verrons.

4.2.2. p53 et cycle cellulaire

La protéine p53 contrôlerait la division cellulaire normale à 4 niveaux : cycle

cellulaire, activité transcriptionnelle, réplication de I'ADN et ditférenciation cellulaire. La

protéine p53 est nécessaire à l ' initiation du processus de division cellulaire. Le cycle

cellulaire est divisé en quatre phases. La phase G1, de durée variable précède le stade

de réplication de I'ADN ou phase S (Diller et coll., 1990, Nigro et coll., 1992). Elle est

suivie d'une phase G2 où la cellule contient 4N ADN et qui se poursuit par la mitose

proprement dite ou phase M. On connaît actuellement 2 points de régulation dans le

déroulement du cycle cellulaire. Le premier se situe à la transition G1/S contrôlé par la

p105Rb et le deuxième à la transition G2lM et fait intervenir deux autres groupes de

protéines : les cyclines et les kinases, en particulier la kinase cdc2 (cell division cyclel.

Elle pourrait activer la transcription de gènes suppresseurs de la prolifération cellulaire

et réprimer la transcription de gènes qui facilitent la transformation maligne des cellules.

Des souris totalement déficientes pour la protéine p53 (délétion germinale homozygote

du gène p53) se développent tout à fait normalement (Donehover et coll., 1992). Ce qui,

dans l 'état actuel des connaissances suggérerait  que la protéine p53 n'est

indispensable ni à la prolifération ni à la différenciation cellulaire. Par contre, ces souris

présentent précocément des cancers multiples, ce qui montre le rôle de la protéine p53

dans la prévention tumorale. Les mécanismes en cause sont plus complexes qu'une

simple inhibit ion de la prol i férat ion cel lulaire. Par des mécanismes encore mal

expliqués, les lésions de I'ADN induites par les agents mutagènes physiques ou

chimiques stimulent la production de la protéine nucléaire p53, lequel en retour accroît

la synthèse d'une protéine p2lWAFt/cipl et d'une protéine codée par le gène Growth

Arrest on DNA Damage (GADDaS; El-Deiry et coll., 1993; Harper et coll., 1993; Li et coll.,

1994; Smith et coll., 1994). Ces deux protéines présentent une interaction avec le
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Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), co-facteur essentiel intervenant dans la

réplication de la synthèse de I'ADN (Kastan et coll., 1992). La synthèse de p53 est

soumise à la régulation du produit du gène AI, gène non fonctionnel dans l'ataxie

télangiectasique. Notons que cette maladie est caractérisée par l'apparition de cancers

cutanés et des hémopathies malignes (Slichenmyer et coll., 1993).

4.2.3. Autres fonctions de p53

La p53 peut réprimer la transcription de gènes en se liant au facteur TBF (TATA

Binding Factor) et induire ainsi un arrêt des cellules en phase G1/S pendant lequel

pourront prendre place les mécanismes assurant la réparation de I'ADN avant I'entrée

en phase S (Levine et co11.,1991; Seto et coll., 1992). Dans les conditions normales, la

p53 peut se fixer, sous forme tétramérique, sur des sites spécifiques de fixation de p53

de I'ADN (p53 Binding Sifes : PBS) et activer, non seulement la transcription de son

propre gène, mais aussi celle de gènes impliqués dans la réparation de I'ADN .

La protéine p53 joue également un rôle dans la sénescence et l 'apoptose

(Carson et Lois, 1995). En présence d'altérations de I'ADN, la protéine p53 bloque soit

les cellules en phase G1 et permet aux enzymes de réparation de I'ADN d'agir, soit

déclenche la mort cellulaire par apoptose quand les altérations sont trop importantes. Le

phénomène d'apoptose nécessite l ' intégrité de la protéine p53. Des études récentes

permettent d'envisager les mécanismes possibles de l'induction de l'apoptose. Dans les

lignées cellulaires de leucémies, la protéine p53 permet la transcription du gène bax,

dont le produit inhibe spécifiquement l 'oncoprotéine Bcl-2, qui a une forte activité anti-

apoptotique (Miyashita et coll., 1994a). Le gène bcl-2 possède une séquence de

réponse négative dépendante de l'expression de la protéine p53. Ainsi à l'état normal,

la protéine p53 pourrait favoriser l 'apoptose en inhibant spécifiquement le gène bcl-2

(Miyashita et coll., 1994b).
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La transcription du gène ClPl/WAFI (Cdk lnteracting-Protein l/Wild type p53,

Activated Fragment 7) codant une protéine de 21 kDa, inhibiteur de la kinase cdk2

(cyclin dependant kinase) est directement régulée par la protéine p53 (Harper et coll.,

1993; El-Deiry et coll., 1993). La protéinep21, quand elle est activée par des cyclines

spécifiques de la phase G1 permet I'initiation de la réplication de I'ADN. La proteine p21

peut également bloquer l'élongation de la réplication en inactivant directement le PCNA

(Protiferating Celtular Nuclear Antigene) qui est une protéine annexe à la polymérase ô

(Li et coll., 1gg4). La p53 mutée perd sa capacité à se fixer sur ses sites de liaison, ceci

étant très probablement dû à une altération de la conformation de la protéine la rendant

incapable de se tétramériser.

Les formes mutées de la p53 auraient une action dominante par rapport aux

formes sauvages. En effet, les p53 mutées réalisent un complexe avec les protéines

sauvages conduisant à l'inactivation de ces dernières. En outre, les formes mutées de la

p53 participent à I' immortalisation cellulaire et peuvent coopérer avec I'oncogène ras

dans la transformation maligne de diverses lignées cellulaires (Hinds et coll., 1989). l l a

été également observé que la coopération entre la p53 sous sa forme mutée et

l'oncogèn e ras activé pouvait être inhibée en présence de p53 de type sauvage (Hinds

et coll., 1987). Des travaux récents montrent que les mutations de la p53 interviennent

dans les stades les plus tardifs de la progression maligne, conduisant à l 'expression

d'un phénotype malin complet (Tsvieli et Mitrani-Rosenbaum, 1993). De plus, la p53

peut lier des protéines du choc thermique : protéines de la famille HSP70 (Heat Shock

Protein identifiées sont : hsp 70, hsx 70, hsc 70), (Agoff et coll., 1993). Celles-ci

constituent le groupe de protéines ubiquitaires le plus souvent présentes à de faibles

taux dans le noyau.

En effet, sous l'action d'un stress physiologique, la synthèse de ces protéines peut

augmenter de façon très importante, ceci pouvant conduire à I'altération des voies de la

synthèse protéique (Morimoto, 1991). l l a été démontré qu'une surexpression, une

altération structurale ou des mutations au sein de la p53 pouvaient conduire à une
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l iaison avec les protéines du choc thermique (Pinhasi-Kimhi et coll., 1986). Bien que la

signification physiologique de ces interactions reste obscure, une corrélation a été

observée entre la capacité des différents mutants p53 à lier les hsp70 et leurs propriétés

oncogéniques in vitro.

La p53 est également incapable d'interagir lorsqu'elle est mutée avec une

protéine de 55 kDa codée par le gène murine double minute 2 (mdm2), retrouvé dans

les chromosomes double minute, hornologue d'une protéine oncogénique murine,

fréquemment amplifié dans les sarcomes (Oliner et coll., 1993). Cette liaison inhiberait la

transactivation médiée par la p53 (Momand et coll., 1992; Arany et coll., 1993).

4.2.4. p53 et mutations

L'altération de la structure et de I'expression du gène est provoquée par des

mutations ponctuelles se traduisant par une activité transformante de la p53. La

localisation de ces mutations ponctuelles s'observe au niveau de quatre blocs de

séquences très conservées dans différentes espèces. ll existe une homologie de plus de

80 % entre la séquence en acides aminés de la protéine p53 de la souris et celle de

l'homme. Le gène humain contient 11 exons dont le premier est non codant. L'ARN

transcrit à une taille de 2,8 kb. Des mutations acquises du gène p53 sont observées

dans les tumeurs so l ides humaines et  les  l ignées ce l lu la i res.  Ce sont  des

réarrangements, des délétions, des insertions et des mutations ponctuelles. Elles

touchent principalement les exons 5 à I dans les régions du gène très conservées entre

les différentes espèces. Par exemple dans les tumeurs du côlon, ces mutations touchent

les codons 175, 248,273 e|282.

Dans le syndrome de Li-Fraumeni, la survenue de plusieurs cancers (sarcomes,

sein, cerveau, foie, poumons et os) chez le même individu est associée à l'existence de

mutation constitutive de ce gène (Lane, 1994; Frebourg et coll., 1995). Par ailleurs, des

mutations du gène p53 sont fréquentes dans de nombreux types non familiaux de

cancers tels les cancers du sein, du côlon, des poumons, du cerveau, des os, de la
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peau, de la vessie, des ovaires (Hollstein et coll., 1991; Levine et coll., 1991;Levine,

1993; Baas et coll., 1994; Schimmelpenning, 1994). l l faut noter que la mutation de p53

n'est pas impliquée dans l' initiation de la tumorigenèse, mais plutôt représente un

évènement tardif impliqué dans la progression tumorale (Blondal et Benchimol, 1994).

L'observation selon laquelle la fonction du gène p53 peut être altérée non

seulement par une mutation, mais aussi par des mécanismes qui ne soient pas

génétiques et qui incluent des interactions protéines-protéines (Momand et coll., 1992;

Oliner et coll., 1993), des changements conformationnels de la protéine (Milner, 1991;

Ullrich et coll., 1992), ou une exclusion nucléaire (Moll et coll., 1992), prouve que dans

les ce_llules tumorales exprimant le gène p53 de type sauvage, la protéine codée serait

non fonctionnelle. La protéine naturelle a une courte durée de vie. Des mutations

stabi l isent cette protéine en lui  conférant une demi-vie plus longue. A l 'état

physiologique, des taux élevés de protéine normale sont observés en réponse à une

altération de I'ADN.

D'autres problèmes sont représentés par l 'évaluation du marquage, à savoir le

pourcentage de cellules positives et I'intensité de ce marquage (Battifora, 1994). ll existe

une relation entre I'expression de la protéine p53 et une plus faible différenciation et

plusieurs études ont montré une corrélation avec un pronostic défavorable de cancer du

sein (Chang et coll., 1991; Spandidos et coll., 1992, Van Den Berg, 1993).

Les points chauds de mutations du gène p53 sont différentes selon les types de

cancer (Hollstein et coll., 1991; Caron de Fromentel et Soussi, 1992; Bhathia et coll.,

1992). Des transversions (substitution d'une base purine avec une base pyrimidine et

vice versa) G ---rT, dues à certains cancérogènes, sont groupées au niveau du codon

249. Elles sont fréquentes dans les cancers des poumons de patients d'Afrique du Sud

ou de I'Asie du Sud-Est. L'aflatoxine 81 induit des transversions G --->T ou des

substi tut ions d'une arginine par une sérine (Ozturk, 1991). Des mutat ions G --->T

observées dans le cancer du poumon seraient dues au benzo(a)pyrène, composé

retrouvé dans le tabac (Khan, 1992; Westra et coll., 1993). Dans quelques cas de

48



cancers du sein ou d'hémopathies malignes, certaines transversions seraient dues à un

agent mutagène (Caron de Fromentel et Soussi, 1992: Nakamura et coll., 1993).

Des mutations doubles CC ---> TT ou des substitutions C --> T sont induites par

les rayons ultra-violets. Ces mutations sont souvent retrouvées dans les cancers de la

peau. Ces différences observées dans les spectres de mutations de différentes tumeurs

représentent de véritables cartographies d'exposition aux mutagènes et indiquent que

des facteurs mutagènes différents sont impliqués dans diverses sortes de cancers.

La fréquence et le type de mutations de p53 peuvent jouer le rôle d'un

"densitomètre moléculaire" de I'exposition aux cancérogènes et ainsi contribuer à

l'épidémiologie moléculaire des risques de cancers chez l'homme. Les spectres de

mutation de p53 peuvent aussi indiquer qu'un cancer particulier (ou qu'un certain type

de cancer) n'est pas dû à un cancérogène de I'environnement, mais plutôt causé par

une mutagenèse endogène. Par exemple, la grande fréquence observée dans les

transitions C ---> G au niveau des dinucléotides CpG dans les carcinomes du colon

(Hollstein et coll., 1991) est en rapport avec une mutagenèse due à des mécanismes

endogènes de désamination. La transit ion C

désamination spontanée de la 5-méthyl-cytosine, soit à une désamination enzymatique

de la cytosine par I 'ADN (cytosine-S)-méthyl transférase à un moment où le

S-adénosylméthionine se retrouve à une concentration limite.

Les altérations du gène p53 sont retrouvées dans 40 à 45 % des cas de cancers

(Tableau 2). C'est l 'évènement génétique le plus fréquent mis en évidence à ce jour

dans les cancers. Les mutations du gène ras associées à celles du gène p53 sont

observées dans moins de 25 % des cancers.
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Tableau 2 : Fréquence comparée des mutations des gènes p53 et ras.

5. Coopération entre les oncogènes

Les oncogènes sont probablement en cause dans toutes les formes de

cancérogenèses in vivo quel le qu'en soit  l 'ét iologie virale, environnementale,

alimentaire et familiale. Des perturbations successives de plusieurs oncogènes et des

coopérations entre eux sont requises pour conférer à la cellule, à chaque étape, des

Type de cancer Frequence dans le
monde

Fréquence des
altérations du gène p53

Fréquence des
ahérations du gène ras

1- POUMON ( 1 1 , 8 % ) 68 o/" 30 "/"

2- ESTOMAC (9,9 %) 45 To peu éfevée(1-S %l

3.  SEIN (9,4%) 4 0 % peu élevée(l-5 %)

4-COLON (8,9 %) 6 5 % 50%

$ æL DE L'UTERUS (5,7 %) 2OI" peu élevée(l-S %)

6- NASGPHARYNX (5,4%)

7- LYMPHOME (4,2To) 3O "/" variable

8- FOIE (4,1"/") 25 "/" 1 5 %

9- OESOPHAGE (4,O'/.) M I o peu élevée(1-S "/")

1O- PROSTATE (3,8 %) peu élevé

1 1 .  V E S S I E (3,2"/") 61 "/" 10'15 "/"

12- LEUCEMIE (2,8y.) 1 0 % variable
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avantages lui permettant d'échapper chaque fois un peu plus à la régulation du cycle

cellulaire et au contrôle par le milieu environnant.

f l a été montré, in vitro, qu'une collaboration entre au moins deux oncogènes

serait nécessaire pour I'obtention d'une transformation cellulaire etficace (Hunter, 1991).

D'une manière générale, les produits des oncogènes à action nucléaire (c'myc,

L-myc, N-myc, fos, jun) agissent en coopération avec ceux siégeant aux niveaux

membranaire et cytoplasmique (H-ras, K-ras, N-ras, erbB-2, Weinberg, 1985). En effet, si

I 'activation d'un seul oncogène appartenant à I'une des deux classes citées peut

produire I' immortalisation cellulaire, c'est-à-dire, la capacité pour la cellule de croître

indéfiniment en culture, celle-ci est en revanche incapable d'induire le caractère

tumorigène qui est la capacité des cellules à former des tumeurs une fois transplantées

chez I'animal (souris nude). Une combinaison des effets de deux oncogènes est donc

nécessaire pour réaliser la transformation tumorale complète des cellules. Ainsi les

gènes ras ont la capacité de transformer de façon stable des lignées cellulaires

immortalisées exprimant c-myc et de coopérer avec c-myc, préalablement surexprimé

lors d'une étape prénéoplasique, pour conférer un pouvoir transformant (Land et coll.,

1983, Yancopoulos et coll., 1985).

En fait, la collaboration des oncogènes cytoplasmiques et des oncogènes

nucléaires est de type complémentaire plutôt qu'additif (Herrlich et Ponta, 1989, Hinds et

coll., 1989). L'activation des protooncogènes cytoplasmiques se fait par des stimuli

externes. Ainsi, le niveau d'expression des oncogènes nucléaires augmentent et alors

interviennent dans la formation des complexes qui induisent la transcription de certains

gènes comme par exemple la collagénase qui est une protéine abondante dans les

cel lules tumorales. Ce modèle est valorisé par le fai t  que i)  les oncogènes

cytoplasmiques codent souvent des kinases dont l 'action de phosphorylation est

importante dans la régulation de certaines protéines (Weinberg, 1985) et if les

oncogènes nucléaires jun, fos, myc el myb codent des facteurs de transcriptions

(Gutman et Wazylyk, 1991; Herrlich et Ponta, 1989; Weinberg, 1985).
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6. Rappel sommaire des techniques de mise en évidence des oncogènes,

anti-oncogènes et de leurs produits

La mise en évidence d'un oncogène ou d'un anti-oncogène peut être réalisée

dans le génome en cas d'amplification du gène par la mise en évidence d'ARNm dans

le cytoplasme ou dans la protéine. Nous décrirons brièvement dans ce sous-chapitre

différentes techniques util isées pour étudier I'expression de ces gènes ou de leurs

produits.

6.1. Etudes d'amplification de gènes

6.1.1. Southern blotting (Southern, 1975): C'est la méthode de référence pour détecter

les altérations des gènes. L'ADN des cellules tumorales est extrait, purifié puis traité par

une enzyme de restriction. Après électrophorèse en gel, I'ADN est transféré sur une

membrane de nylon ou de nitrocel lulose. l l  est ensuite hybridé avec une sonde

spécif ique marqué. L'ADN d'un t issu normal peut servir  de contrôle. Le niveau

d'amplification est estimé par le rapport de l' intensité du signal des deux bandes

correspondantes.

6.1.2. Slot blotting : L'ADN est appliqué directement sur la membrane. On élimine ainsi

les étapes de digestion enzymatique, d'électrophorèse et de transfert. L'amplification est

quantifiée de la même façon que le Southern blofting. Les méthodes de slot blotting

sont rapides et relativement moins onéreuses. Les translocations ou réarrangement de

gènes ne peuvent pas être détectés en I'absence de coupure de I'ADN et de séparation

électrophorétique. Par contre elle est mieux adaptée à la mesure de l'intensité du signal

d'hybridation.

52



6.1.3. Réaction de polymérisation en chaîne différentielle:Egalement appelée réaction

de polymérisation en chaîne quantitative (Q-PCR), elle permet de rechercher le nombre

de copies d'un gène donné à partir d'une co-amplification avec un gène de référence à

copie unique dans la même réaction de PCR. Le nombre de copie du gène étudié est

estimé par le rapport de l' intensité de marquage des deux bandes d'ADN amplifié

(Neubauer et coll., 1992; Liu et coll., 1992). La quantification peut être faite par (y' la

méthode de Southern après marquage radioactif (Slamon et coll., 1987; Gutman et coll.,

1g89; Tsuda et coll., 1999; Borresen et coll., 1990; Olson et coll., 1991) ou non-radioactif

(Edorh et coll., 1995b; Rihn et coll., 1995a; Rihn et coll., 1995b; Rihn et coll., 1995c), (id

pars lo tdot (dotb lo toudépôtmanuel  enspot) ,  ( i i i )par  d i lu t ion(Roetco l l . ,  1989;  Olson

et coll., 1991; Paterson et coll., 1991 Dawkins et coll., 1993), (iv) et par visualisation

directe sur gel après coloration au bromure d'éthidium (Christopoulos et coll., 1991;

Nakayama et coll., 1992; Sestini et coll., 1994). Cette dernière technique est moins

précise que celle util isant l 'hybridation sur membrane.

6.1.4. Hybridation rn slfu: Cette méthode permet d'identifier des séquences spécifiques

de nucléotides sur coupe avec des sondes oligonucléotidiques. Elle permet de localiser

à la fois I'ADN et I'ARN dans les cellules et les échantil lons tissulaires (Singer et coll.,

1e86) .

6.1.5. PCR rn sifu : Cette méthode dérivée des deux précédentes, fait intervenir une

amplification spécifique d'un segment d'ADN au cours de laquelle est incorporé un

nucléotide modifié qui sera détecté par immunohistochimie par exemple (Kallioniemi et

col l . ,  1992).

6.2. Détection des ARN messagers

Les ARN produits par un gène donné peuvent être détectés par Northern blotting,

hybridation in situ ou RT-PCR rn sftu (PCR in situ après transcription inverse).

6.3. Détection de l'expression des oncoprotéines
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6.3.1. lmmunohistochimie :  Réal isée sur coupes de t issus frais ou inclus en paraff ine,

elle util ise des anticorps monoclonaux marqués avec un composé fluorescent ou une

enzyme. L'immunohistochimie présente deux avantages majeurs : (i) évaluation

qualitative de la présence de la distribution de différents marqueurs tumoraux,

( i i )  évaluat ion de I 'hétérogénéité tumorale, ( i i i )  recherche de I 'expression des

oncogènes. Les techniques immunohistochimiques sont essentiellement qualitatives.

El les sont cependant cr i t iquables puisqu'el les sont l iées à la subject ivi té de

t'examinateur. Les analyseurs d'image pourraient apporter une réponse quantitative

mais ils sont coûteux.

6.3.2. lmmunoblott ing :  l l  permet l 'étude de I 'expression d'une protéine à part ir

d'électrophorèse d'extrait protéique de tissu (Slamon et coll., 1987; Venter et coll., 1987;

Borg et coll., 1990).

6.3.3. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) : Utilisée in vitro sur des extraits de

tissus, elle permet la recherche spécifique d'antigènes.

La plupart du temps, seules les techniques de Southern et de slot blot sont

util isées dans le cadre de I'analyse de I'amplification d'un gène et l ' immunohistochimie

et I'ELISA sont utilisées pour la recherche de l'hyperexpression des oncoprotéines.

En pratique, il peut être intéressant de rechercher différents marqueurs en cas de

processus tumoral étant donné la diversité des cancers du sein. ll sera ainsi possible

d'apporter des précisions diagnostiques et pronostiques pour la lésion observée. En

recherche, ces techniques sont très utiles pour mettre en évidence des anomalies du

fonctionnement de cellules tumorales et tenter de comprendre la cascade d'évènements

ayant pu amener à la transformation cellulaire.

Aussi avons-nous entrepris une étude de l'expression des protéines ras, c-erbB-2,

p53 et pS2 dans deux types de tumeurs mammaires bien caractérisées : Maladie de

Paget et des carcinomes canalaires infiltrants.
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CHAPITRE I I

MATERIEL ET METHODES

1. Les prélèvements

Les études que nous avons réalisées ont été effectuées à partir de tissus

mammaires provenant de biopsie ou de mastectomie inclus en paraffine provenant du

Service d'Anatomie et de Cytologie Pathologiques.

Pour l 'étude de la maladie de Paget mammaire

23 échantil lons fixés dans le liquide de Dubosq-Brazil (Bouin alcoolique).

Pour l 'étude immunohistochimioue de c-erbB-2. o53. c-Ha-ras. pS2 et la quantification

du nombre de copies du c-erbB-2

Le liquide de Bouin alcoolique habituellement util isé au service d'Anatomie et de

Cytologie Pathologiques du Centre Alexis Vautrin induit malheureusement des liaisons

moléculaires irréversibles empêchant toute étude ultérieure par biologie moléculaire.

Pour pouvoir réaliser une étude par PCR quantitative, les tissus ont été fixés dans du

formol tamponné (Figure 11) moins bon conservateur morphologique, mais permettant

les études de biologie moléculaire. Au total, 37 prélèvements de carcinomes canalaires

infiltrants ont été util isés. 3 cas de grade l, 16 cas de grade ll, et 18 cas de grade ll l selon

le grading histopronostique de Scarf- Bloom et Richardson (1957).
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Figure 11 :  Carcinome Canalaire Inf i l t rant.  Fixat ion au formol tamponné puis colorat ion

Hématoxyline-Eosine-Safran (Gr. x 250).

2 .  Méthodes

Les fragments de tissus destinés à l 'extraction d'ADN ont été f ixés dans du formol

tamponné à 4 % (pH 7,4) à température ambiante pendanl 12 à 24 heures en fonct ion

de la tai l le du fragment,  puis déshydratés par des bains successi fs d 'alcools:  50o, 70o,

goo,  1  OO",  chaque bain dure 30 min.  Après deux ba ins de to luène,  2x30 m in ,  les

fragments sont inclus dans de la paraff ine à 60oC pendant 2 heures.

2.1 .  lmm unohis tochim ie

2.1 .1 .  Techniques immunohistochimiques pour la mise en évidence de l 'oncoprotéine

c-erbB-2

L'oncoprotéine c-erbB-z a été détectée à l 'aide de trois anticorps : un anticorps

polyclonal de lapin A485 (Dako S. A.,  Trappes, France),  un ant icorps monoclonal de
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souris NCL-CB11 (Novocastra, Le Perray en Yvelines, France). Tous deux sont dirigés

contre le domaine intra-cytoplasmique de la protéine transmembranaire c-erbB-2 et un

anticorps monoclonal de souris NCL-CBE1 (Novocastra) dirigé contre le domaine

externe de la protéine c-erbB-2.

Des coupes histologiques de 5 pm d'épaisseur, déparaffinées, sont placées dans

une solution à 3 o/o de peroxyde d'hydrogène afin de neutraliser les activités

perorydases endogènes pouvant être présentes dans les tissus, puis rincées dans du

PBS : Phosphate Butfered Sal ine (NaCl :  135 mM, Na2HPO4: 8 mM, KCI :  2 mM,

KH2PO4: 1 mM, MgClz.âHZO: 1 mM, pH 7,2). Af in de réduire les marquages non-

spécifiques, les coupes sont recouvertes d'une solution de sérum normal de chèvre

pendant 5 minutes (solution de blocage prête à l'emploi, Kit LSAB-K681, Dako). L'excès

de sérum est ensuite éliminé avant de réaliser l'incubation avec l'anticorps primaire anti-

oncoprotéine c-erbB-2 A485 (dilué dans le tampon : Tris/HCl : 0,05 M, NaCl : 0,1 M,

NaN3:15 mM, pH 7,2) .  L 'ant icorps est  ensui te  d i lué au 1/100e dans du sérum

physiologique tamponné (PBS) à pH 7,2. La concentration de l'anticorps primaire anti-

oncoprotéine c-erbB-2 A485 est de 1,5 g/L.

L'anticorps primaire anti-oncoprotéine c-erbB-2 NCL-CB11 (10 pg/mL) est dilué au

1l4Oe dans du PBS, pH 7,2 et I'anticorps primaire anti-oncoprotéine c-erbB-2 NCL-

CBEl (25 pg/mL) dilué au 1110e dans du PBS, pH7,2. Ces dilutions ont été optimisées

après différents essais.

Les incubations sont (d d'une heure en chambre humide à 37'C pour l 'anticorps

primaire 4485, (rr) d'une heure à température ambiante pour l 'anticorps primaire NCL-

CB11 et (ii i) de toute la nuit à +4'C pour l 'anticorps primaire NCL-CBE1. Après rinçage

dans deux bains de PBS de 5 min, les coupes sont incubées avec un anticorps de

liaison biotinylé anti-souris et anti-lapin (Dako) 10 min à température ambiante. Après

rinçage au PBS 5 min, les lames sont recouvertes d'une solut ion de coniugué

streptavidine-peroxydase (Dako) 10 min puis rincées. La révélation est réalisée avec
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I 'Amino-3-Ethyl-9-Carbazole (AEC, Dako-K697). Après une contre-colorat ion à

I'hématoxyline de Harris, les préparations sont montées entre lame et lamelle en milieu

aqueux puis observées.

2.1.2. Technique immunohistochimique pour la mise en évidence de p53

Les coupes paraffinées sont étalées sur des lames Superfrost (art. n" 04-1300

Réf. LLR3 Plus chez CML). 2 coupes sériées (2 lames) sont nécessaires : (i) 1 coupe

pour p53 de chez Dako (Dako p53 D07 - Code M 7001), dilution au 11100, et (ii) 1 coupe

témoin négatif (PBS à la place de I'anticorps primaire).

Les lames sont incubées à 37o la nuit. Après déparaffinage, Ies lames sont

immergées dans un panier et une boîte adaptés au micro-ondes (boîte VitrirM, CML,

Nemours, France) contenant 200 mL de tampon citrate 10 mM pH = 6 (TC : 9 mL d'acide

citrique 21,01 g pour 1 L d'eau distil lée),41 mL de citrate de sodium 29,41 g pour 1 L

d'eau distil lée), qsp 500 mL. La boîte est chauffée dans le four à micro-ondes à

puissance maximale (750 W) pendant 5 min cinq fois de suite. Entre chaque cycle, il est

important de réajuster le niveau du tampon avec de I'eau distillée pour éviter le séchage

des coupes pendant l 'ébullit ion. Pour que les résultats soient reproductibles, il faut

mettre toujours la même masse dans le four à micro-ondes (nous mettons 1 boîte + 25

lames [fantômes si besoin] + 200 mL de tampon). Les lames sont refroidies dans la boîte

hors du four pendant 20 minutes à température ambiante puis rincées 5 minutes dans le

PBS. Les lames sont essuyées puis les coupes sont entourées au DakopenrM (qui évite

la diffusion de l'anticorps hors des coupes). Les préparations sont recouvertes avec

I'anticorps primaire anti-pS3, incubées 2 heures à température ambiante puis rincées au

PBS (2x3 min).

L'anticorps secondaire anti-immunoglobuline de souris et de lapin biotinylé est

rajouté pendant 20 min. (Antimouse immunoglobulin E 433-Dako) dilué au 1l2OO dans

le PBS. Après un double rinçage au PBS (2x3 min.), la streptavidine (P397-Dako)

diluée au 11200 dans du PBS est ajoutée pendant 20 min.
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Après deux rinçages dans le PBS, les lames sont ensuite placées dans une

solution contenant 0,120 g de DAB (3,3'-Di-Amino-Benzidine ou le 3,3',4,4'-Tétra-

Aminobiphényl Tétrahydrochloride; Sigma) dans 200 mL de PBS auquel on ajoute

60 trL de HZOZ à 3Io).

Après rinçage à l'eau courante 10 -15 min., une contre-coloration est réalisée avec

de l'hématoxyline de Harris 15 secondes. Après un rinçage à l'eau distil lée, les lames

sont successivement immergées dans (y' de l'eau ammoniaquée (2 mL d'ammoniaque

pour un litre d'eau), (ii) de l'eau bidistillée, (iii) de I'alcool absolu (passage) et enfin (ivl

du toluène, puis montées à I'EukittrM (Surgipath, Labonord, France).

2.1.3. Technique immunohistochimique pour la mise en évidence de l'oncoprotéine pS2

Le traitement des lames jusqu'au traitement par le sérum est identique à celui du

c-erbB-2 Les coupes sont incubées en présence de l 'ant icorps primaire anti-

oncoprotéine pS2 (anticorps monoclonal pS2 prêt pour emploi : AM 190-5M, EuroBio,

Les Ulis, France) à température ambiante pour 2 heures.

Après deux rinçages au PBS 5 min, les coupes sont incubées avec un anticorps

de liaison biotinylé de souris et et de lapin (Dako) 10 min à température ambiante. Après

rinçage au PBS 5 min, la révélation à I'AEC et le montage des coupes sont réalisés

comme décrit ci-dessus.

2.1.4. Technique immunohistochimique pour la mise en évidence de I 'oncoprotéine

c-Ha-ras

Après traitement des lames comme ci-dessus et après blocage par le sérum de

chèvre, la préparation est incubée une heure à température ambiante avec I'anticorps

primaire anti-oncoprotéine monoclonal c-Ha-ras (10 pg/mL) prêt pour emploi (Clone

F 132-62, Boerhinger Mannheim, France).
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Après deux rinçages au PBS de 5 min, les coupes sont incubées avec un anticorps

de liaison biotinylé antisouris et antilapin (Dako) 10 min à température ambiante. Après

rinçage au PBS de 5 min, les lames sont recouvertes d'une solution de conjugué

streptavidine-peroxydase (Dako) 10 min et de nouveau rincées. La révélation à I'AEC

est réalisée comme précédemment. Après une contre-coloration à l'hématoxyline de

Harris, les préparations sont montées entre lame et lamelle en milieu aqueux puis

observées.

2.2. Réaction de polymérisation en chaîne in vitro

2.2.1. Extraction d'ADN à partir des tissus paratfinés

Préoaration des coupes de tissus :

- découper la paralline excédentaire autour du tissu,

- mettre le tissu dans 1 mL d'iso-octane dans un tube eppendorf,

- agiter par inversion pendant 30 min,

- centrifuger pendant 5 min à 13000 x g,

- enlever l'iso-octane en excès et recommencer I'opération,

- laver le culot 2 fois avec 500 pL d'éthanol absolu,

- ajouter 100 pL d'acétone au culot et laisser évaporer l'acétone au thermobloc à 45oC.

Extraction de I'ADN :

- 10 pL de tampon de digestion sont ajoutés dans les tubes eppendorf contenant les

coupes de tissus, pour 1 mL de tampon de digestion préparer le tampon Tris base : 50

mM, pH = 8,5; EDTA : 1 mM; Tween 20 : 1 %; Protéinase K : 1 mg/mL, incuber à 55oC,

3 heures, centrifuger brièvement à 13000 x g, inactiver la protéinase K par chauffage 9

min à 95'C. Après centrifugation, le culot constitué de débris de tissus est éliminé.

Prélever 10 pL du surnageant pour l'amplification enzymatique, le reste étant conservé à

-200c.
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2.2.2. PCR quantitative

La PCR quantitative est une méthodologie récente permettant de quantifier I'ADN

produit par amplification à la quantité présente initialement dans le milieu réactionnel.

Cette étude nécessite deux sortes d'amorces. Les amorces de l'oncogène c-erbB-2 qui

peuvent exister en un certain nombre de copies dans les lésions tumorales du sein et

les amorces IFN-y. Ces dernières ont été utilisées pour servir de témoin interne, car elles

sont présentes à raison d'une seule copie par équivalent-génome. Les différentes

étapes successives de la PCR sont les suivantes : dénaturation (fusion de I'ADN) à

94oC, 1 min, hybridation (appariement des amorces) à 55oC, 1 min puis élongation des

brins néosynthétisés à 72oC,1 min.

Les échantil lons sont soumis à 30 cycles d'amplification. Le 30 ième cycle se

termine par une phase d'élongation de 10 min. Les contrôles positifs ou négatifs sont

réalisés en ajoutant ou en omettant I'ADN génomique dans les tubes dont les mélanges

sont préparés à cet effet.

2.2.3. Marq uage non-radioactif

Le marquage non-radioactif a été réalisé grâce à l ' incorporation directe de la

digoxigénine-11-dUTP dans le mélange PCR. Les différents concentrations et volumes

se retrouvent dans le tableau suivant. La valeur du mélange réactionnel est de 100 pL.

La réaction est effectuée dans des tubes de 500 pL sous un volume de 100 pL

(Tableau 3).
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Tableau 3 : Mélange réactionnel pour la réaction de polymérisation en chaîne.

Produits Concentration par 100 pL Volume (quantité finale)

ADN 10 à 100 ng 4pL

Tampon AMP i 10 pL

MgCle 1,5  mM 3 trl

dNTP dont :

dATP 200 trM 0,21tL

dCTP 200 trM 0,2 pL

dGTP 200 trM 0,21tL

dTTP 130 pM 0,13 pL

Dig 1 I dUTP 70 pM 7 ttL

Primer codant (c-erbB-Z\ 0,12 pM 0.6 uL
Primer non codant

(c-erbB-2)
0,12 pM 0,6 pL

Primer codant (lFN-y) 0 ,12 pM 0,6 pL

Primer non codant (lFN-y ) 0 ,12 pM 0,6 pL

Taq Polymérase 1 U/pL 0,1 pL

Hzo 72,81tL

*Tampon AMP: Tris/HCl 100 mM, pH = 8,3 (à température ambiante), KCI 500 mM,

MgCl2 15 mM, gélatine O,01 o/o.

Pour I 'ampli f icat ion de I 'ADN de l 'oncogène c-erbB-2 extrait  des lésions

néoplasiques du sein, le mélange ci-dessus a été réalisé avec I'util isation des amorces

d'ampf ification du kit OncolyzerTv permettant la co-amplification des gènes c-erbB-2 eT

FN-y (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto,CA, USA) : (i) amorce sens (c-erbB-2):

5' CCT-CTG-ACG-TCC-ATC-ATC-TC 3', (ii) amorce antisens (c-erbB-Z) : 5' CGG-ATC-

TTC-TGC-TGC-CGT-CG 3', (iii) amorce sens (/FN-l : 5'TCT-TTT-CTT-TCC-CGA-TAG-

GT 3', (iv) amorce antisens (IFN-ù: 5' CTG-GGA-TGC-TCT-TCG-ACC-TC 3'.

Les échantillons sont mélangés par agitation, centrifugés brièvement et recouverts de

100 pL d'huile de paraffine afin d'éviter l'évaporation.
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2.2.4. Marquage radioactif

L'amplification est réalisée dans un milieu contenant un nucléotide marqué au 32P

(Kinoshita et coll., 1992). Après la PCR, l 'électrophorèse est réalisée sur gel de

polyacrylamide. Ensuite, le gel est appl iqué contre un f i lm radiographique. Les

autoradiogrammes sont "scannés" à l 'aide du Model Lumiscan 50 (Lumisys lnc.,

Sunnyvale, USA) et l'analyse d'images a été réalisée par le programme FIPS+TM (Film

lmage Processing System Plus software, Physikalisch-Technische Werkstâtten GmbH,

Freiburg, Germany). Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de la

distance parcourue par le faisceau. La longueur d'onde est de 633 nm (source Hélium-

Néon). La résolution spatiale est de 200 pm.

2.2.5. Electrophorèse en gel d'agarose pour les marquages non radioactifs

Des gels à 1 ,5 "/" d'agarose (p/v) dans du TAE 1x (TAE 50x : Tris base (1 M), acide

acétique (57,1 ml) , Na2-EDTA 0,5 M à pH = 8,5), additionnés de 6 microlitres d'une

solution de bromure d'éthidium à 10 mg/mL ont été préparés.

A 5 pL de produit d'amplification sont ajoutés 1 pL de tampon d'échantil lon (bleu de

bromophénol à 0,25 o/o (p/v), Ficoll-40OrM à 1 5 "/o (plv, Pharmacia). La migration est faite

sous une différence de potentiel de 5 à 6 V/cm. Les bandes d'ADN sont visualisées sur

un banc à rayons ultra-violets (280 nm).

2.2.6. Electrophorèse en gel de polyacrylamide à 16 % pour les produits d'amplification

radioactifs

Le gel de polyacrylamide est réalisé avec 2 mL de mélange d'acrylamide/bis

acrylamide (Bio-Rad) 19/1, vol/vol. La solution mère d'acrylamide et de bisacrylamide

sont respectivement de 40 % et de 2"/o, 3 mL de TBE x 1, 35 pL d'ammonium persulfate

à 10 "/o,5 mL de N, N, N', N'-tétraméthyléthylène diamine : TEMED, Bio-Rad.
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2.2.7. Transfert sur membrane

Après transfert à sec, I'ADN est fixé aux ultra-violets (12 pjoules/cm21 à 254 nm

pendant 2 min sur une membrane en NitrocelluloserM (Stratagene).

2.2.8. Lavages et révélation

La membrane est successivement (d équilibrée 2 min dans du tampon 1 (Tris/HCl

100 mM, NaCl 150 mM; pH = 7,5), (ii) 30 min à température ambiante dans du tampon 2

[tampon 1 contenant 1 "/o d'agent bloquant (Blocking reagent, Boehringer Mannheim) :

p/vl, rincée 2 min dans du tampon 1, (ii i) immergée 30 min dans 20 mL de tampon 1

avec 4 pL d'anticorps anti-digoxigénine (Boehringer Mannheim), (iv) lavée 2 fois 15 min

avecdu tampon 1, (v) équi l ibrée 3 minutes dans letampon 3 (Tris.HCl 100 mM, NaCl

100 mM, MgCl2 SO mM, pH = 9,5), (vi) placée à l 'obscurité dans un sac contenant 10 mL

de tampon 3. Ce tampon est composé du tampon 1, additionné de 45 pl NBT [75 mg de

Nitrobleu de Tétrazol ium (8. Mannheim) pour 1 mL du mélange diméthylformamide

(Sigma)/eau 713 vol/vol. l  et de 35 pL BCIP [50 mg de S-Bromo-Chroro-3

IndolylPhosphate (B. Mannheim) dans 1 mL du mélange de diméthylformamide/eaul. Ce

tampon permet la révélat ion de I 'ADN quand celui-ci  est visible (quelques min à

quelques heures pour les signaux les plus faibles), la réaction est arrêtée en lavant la

membrane à température ambiante, 5 min dans du tampon TE à pH = I (10 mM Tris HCl,

pH 8; 1 mM EDTA).

2.2.9. Transparisation de la membrane de nitrocellulose

La membrane de nitrocellulose est séchée à l'air, puis immergée dans du

toluène pour la transpariser. Ensuite, elle est plongée dans un mélange de toluène et

d'acrytol (Labonord, Villeneuve d'Ascq, France) puis déposée sur une lame de verre

recouverte de ce même mélange. Le tout est séché à l'air. L'intensité des bandes d'ADN

amplifiées a été mesurée par un spectrophotomètre à scanner laser (Dual Wavelength

Flying Spot ScannerTM, Shimadzu CS-9000) en util isant le programme FDU-3rM

(Shimadzu, Kyoto, Japon). Cet appareil utilise un double faisceau laser et etfectue une
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lecture en mode d'absorption/transmission à 700 nm, avec une longueur d'onde de

référence de 420 nm. La taille des faisceaux est de t mm2). Le nombre de copie du

gène c-erbB-2 est déterminé par le rapport des intensités du signal des deux bandes

(correspondant respectivemenl au c-erbB-2 et à I'IFN-ù multiplié par 0,65.
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CHAPITRE II I

RÉSU LTATS

1. Expression de I 'oncoprotéine c-erbB-2 dans la maladie de Paget

mammaire. Etude immunohistochimique à l'aide de trois anticorps.

Les premiers résultats concernent l'expression de l'oncoprotéine c-erbB-2 dans la

maladie de Paget mammaire.
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584

EXPRESSION DE I-?ONCOPROTEINE c-erbB-2
DANS LA MALADIE DE PAGET MAMMAIRE
Étude immunohistochimique à l'aide de trois anticorps

A. EDORH" R.M. PARACHE" C. MIGEONI,
B. N'SOSSANI" B. RIHN'

EDORH A., PARACHE R.M., MIGEON C., N'SOSSANI8.,
RIHN E - Exoression de I'oncoorotéine c-erbB-2 dans la mala-
die de Paget rirammaire. Étude immunohistochimique à I'aide
de trois anticorps.
Path Biol, 1995,43, no 7,58zl-589.

EDORH A., PARACHE R.M., MIGEON C., N'SOSSANI8.,
RIHN B. - Expression of c-erbB-2 oncoprotein in mammary
Paget's disease. Immunohistochemical study by using 3 diffe-
rent antibodies. (n French).
Path Biol, 1995,43, no 7, 584-589.

nÉSUUÉ : Une hyperexpression de l'oncoprotéine
c-erbB-2 a été démontree dans les carcinomes mam-
maires où elle serait liée à un mauvais pronostic. Notre
étude concerne 23 cas de maladie de Paget mammaire
associée à un carcinome intracanalaire dans l3 cas, à
un carcinome intracanalaire présumé micro-invasif
dans 2 cas. à un carcinome canalaire infiltrant à com-
posante intracanalaire prédominante dans 6 cas, enfin
à un carcinome canalaire infiltrant dans 2 cas. La pré-
sence de I'oncoprotéine c-erbB-2 a été recherchée par
la méthode immunohistochimique en utilisant dans
tous les cas trois anticorps différents: Ac polyclonal de
lapin A 485 de Dako, Ac monoclonal de souris NCL-
CBI I de Novocastra et Ac monoclonal de souris NCL-
CBEI de Novocastra. Une hyperexpression de I'onco-
protéine c-erbB-2 est observée dans 2l des 23 cas
étudiés sous la forme d'un immunomarquage membra-
naire net au niveau de toutes les cellules carcinoma-
teuses quel que soit leur siège intra-épidermique ou
intra-glandulaire. Il n'a pas été observé d'immuno-
marquage dans deux cas présentant une composante
glandulaire de type intracanalaire pur. Les résultats

SUMMARY: An overexpression of the c-erbB-2
oncoprotein has been demonstrated in the breast can-
cer and has been associated with a poor prognosis. Our
study involved 23 cases of mammary Paget's disease
which was found to be associated with the intraductal
carcinomas in l3 cases, the intraductal carcinomas
supposed micro-invasive in 2 cases, the infiltrating
ductal carcinomas with predominant intraductal com-
ponent in 6 cases and the infiltrating ductal carcino-
mas in 2 cases. The presence of c-erbB-2 oncoprotein
has been determined immunohistochemicallv with 3
different antibodies: rabbit anti-human c-erbB-2 onco-
protein A485 (Dako), c-erbB-2 oncoprotein (internal
domain) mouse monoclonal antibody NCL-CBl I
(Novocastra), and c-erbB-2 oncoprotein (external
domain) mouse monoclonal antibody NCL-CBEI
(Novocastra). An overexpression of the c-erbB-2
oncoprotein has been observed in 2l ofthe 23 studied
cases. rùfe noted an intense membrane staining in the
intraepidermal or intraglandular tumour cells of mam-
mary Paget's disease. Any staining has been observed
in 2 cases with glandular component of pure intraduc-
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c-erbB-2 ET MALADIE DE PAGET MAMMAIRE 585

sont identiques quel que soit I'anticorps utilisé. Cette
étude confirme que I'hyperexpression de I'onco-
protéine c-erbB-2 semble en grande partie- corrélée
âux caractéristiques cytologiques de la prolifération
tumorale. Dans une étude précédente concernant la
maladie de Paget mammaire il a été noté une corréla-
tion entre cette hyperexpression et la présence de cel-
lules tumorales de grande taille. Nous retrouvons aussi
cette notion dans la série de maladie de Paget étudiée:
les cellules néoplasiques identifiées dans les diffé-
rentes composanles tumorales sont de grande taille et
présentent un cytoplasme abondant. Les résultats obte-
nus apportent un àrgument supplémentaire en faveur
de la riature adénocârcinomateuse de la maladie de
Paget du sein et montrent que I'hyperexpression de
I'oncoprotéine c-erbB-2 dans les néoplasies mam-
maires n'est pas constamment en rapport avec un
pronostic défavorable.

SummarT ftontinued)

tal type. These results are identical whatever the anti-
body used. In a previous study concerning mammary
Paget's disease, it has been noted a correlation between
this overexpression and presence of large malignant
cells. We also have found this notion in mammary
Paget's disease where the c-erbB-2 positive neoplastic
cel-ls in the different tumour components were large
with prominent cytoplasm. The obtained results argue
strongly for adenocarcinomatous origin for mammary-
Paget's disease and exhibit that the overexpression of
c-erbB-2 oncoprotein was not constantly in correlation
with a poor prognosis.

MOTS-CLÉS: Maladie de Paget mammaire. - Oncoprotéine
c-erbB-2. - Immunohistochimie. - Hyperexpression-

KEY-WORDS: Mammary Pagèt's disease. - c-erbB-2 onco-
protein. - lmmunohistochémistry. - Overexpression.

INTRODUCTION

Une surexpression de I'oncoprotéine c-erbB-2 a été
démontrée dans différents types de cancers humains en
particulier dans les cancers du sein, où elle serait liée à
un mauvais pronostic [6, 10, 12, l4]. Cette surexpres-
sion est généralement associée à une amplification du
gène correspondant c-erbB-2 présentant une analogie
de structure avec le facteur de croissance épidermique
EGF [ ,3 ,5 ,  l l ,  15 ,  16 ,  l9 ] .  Laprésence de  I 'onco-
protéine c-erbB-2 peut être détectée par immunohisto-
chimie à I'aide d'anticorps dirigés le plus souvent
contre la partie intracellulaire de la protéine portant
I'activité tyrosine kinase.

La maladie de Paget mammaire représente moins de
ZYo des lésions néoplasiques du sein. Elle se présente
cornme une lésion eczématiforme du mamelon le plus
souvent associée à un carcinome mammaire sous-
jacent et concerne des femmes âgées de plus de 50 ans
[a]. La série étudiée comporte 23 cas de maladie de
Paget avec composante intramammaire invasive ou
purement intracanalaire. Le but de l'étude est de com-
parer I'expression de I'oncoprotéine au niveau des
composantes néoplasiques épidermique et intraglandu-
laire, de préciser la signification de cette expression et
accessoirement de contrôler les caractéristiques de
I'immunomarquage en fonction de I'anticorps utilisé.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Patients

Vinet trois cas de maladie de Paget mammaire ont été étu-
diés au'service d'Anatomie et de C-yologie Pathologiques du
Centre Régional de Lutte contre le Cancer (Centre Alexis
Vautrin, 54--51 I Vandceuvre) soit sur pièces de mastectomies,
soit sur prélèvements biopsiques, f ixés dans le l iquide de
Dubosq-Èrazil et inclus en faraffrne. Le diagnostic anatomopa-
thologique a éte réalisé par deux lecteurs indépendants.

Techniques immunohistochimiques

La mise en évidence de I'oncoprotéine a été effectuée par
immunohistochimie avec utilisation de trois anticorps: un anti-
corps polyclonal de lapin A485 (Dako S.A., Trappes F-78196),
un ànticoms monoclônal de soirris NCL-CBl i 

-(Novocastra,

78610 Le Perray-en-Yvelines). Ces deux anticorps étant dirigés
contre le domaine intra-cytoplasmique de la protéine transmem-
branaire c-erbB-2 et un ânticoms rironoclonal de souris NCL-
CBEI (Novocastra) dirigé contre le domaine exteme de la pro-
téine c-erbB-2.

Des coupes histolosiques de 5 m d'épaisseur ont été réali-
sées au nivàu d'un oriplirsieurs blôcs d'iriclusion représentatifs
de la lésion à étudier. Les coupes. déparaffrnées, sont placées
dans une solution à3 o/odepeioxyde ô'hydrogène afin ôe neu-
traliser les activités peroxyiiases èndogènes pouvant être pré-
sentes dans les tissus, puis rincées dans-une sôlution dg tampon
phosphate PBS (NaCl: 135 mM, NarHPOa: 8 mM, KCI: 2 mM,
kH2POa: I mM, MgCl2.6H2o: I mTr4, pH 7,2\. Nln de réduire
les marquaqes non-spécifiques. les coupes sont recouvertes
d'une solution de sénim norinal de chèwé (solution de blocage
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prête à I'emploi, Kit LSAB-K681, Dako) pendant 5 minutes.
L'excès de sérum est ensuite éliminé avant ile réaliser I'incuba-
tion avec l'anticoms primaire anti-oncoprotéine c-erbB-2 A485
(contenu dans le sblv'ant suivant: Tris/HCl:0,05 M, NaCl:0,1
M, NaN.r: l5 mM, pH7,2\ à la dilution de l/10CI dans du tam-
pon pho5phate PBS, pH 7 ,2.La concentration de I'anticorps pri-
maire anti-oncoprotéine c-erbB-2 A485 est de 1,5 g/1.

L'anticorps primaire anti-oncoprotéine c-erbB-2 NCL-CB I I
( l0 pelmD eit ditué au ll4F dans-du PBS, pH 7,2 et I'anticorps
primaire anti-oncoprotéine c-erbB-2 NCL-CBEI (25 pglml)
dilué au I /10" dans ilu PBS, pH 7 ,2. Ces dilutions ont été déter-
minées après différents essais.

Les incubations sont respectivement une heure en chambre
humide à 37oC (anticorps primaire A485), une heure à ternpéra-
ture ambiante (anticorps primaire NCL-CBI l) et toute la nuit à
+4"C (anticoms orimâiré NCL-CBEI). Toutes les incubations
ont étéèffectuèesà I'abri de la lumière. Après rinçage dans deux
bains de PBS de 5 minutes. les coupes sont incubées avec un
qqticorps de liaison biotinylé antisouiis elaltilapin (Dako) pen-
dant l0 minutes à température ambiante. Puis les lames sont rin-
cées dans deux bains de PBS de 5 minutes, recouvertes d'une
solution de conjugué streptavidine-peroxydase (Dako) pendant
dix minutes ethe-nouveàu rincées. La iévélation esi iéalisée
avec un substrat à I'AEC (Dako-K697). Le Kit de révélation
contient I ml d'AEC (amino-3-éthyl-9-carbazole) dilué dans du
diméthylformam ide à 3 %, 2 fois I 5 ml de tampon acétate 0, I M,
pH 5,2-contenant l5 mM'NaN3, et I ml de p'eroxyde d'hydro:
gène à 3 Vo. La rêvêlation (2 ml de tampon acétate 0,1 M,
I goutte d'AEC et une goutte de peroxyde d'hydrogène à 3 %)
s'effectue Dendant l0 à l5 minutes à température ambiante.
Enfin, les cbupes ont subi une contre-colorâtion à I'hématoxy-
fine dê Harris'et sont montées entre lame et lamelle en miliéu
aqueux.

Le contrôle positifcorrespond à une lésion reconnue présen-
ler un intense marquage avec I'anticorps anti-oncoprotéine
c-erbB-2. Un contrôle négatif est réalisé en omettant I'anticorps
primaire lors de la technique immunohistochimique. Ces
contrôles sont intégrés à chaque série de lames techniquées.
Toute série, pour laquelle ces derniers n'étaient pas satisfai-
$nts. a été réalisée une seconde fois. En cas de désaccord sur
I'interprétation des cas, de nouvelles coupes ont été réalisées.
Seules ont été considérées comme positives, les lésions présen-
tant un marquage épithélial membranaire net.

RESULTATS

La lésion cutanée mamelonnaire est associée à un
carcinome intracanalaire dans 13 cas, à un carcinome
intracanalaire présumé micro-invasif dans 2 cas, à un
carcinome canalaire infilnant à composante intracana-
laire prédominante dans 6 cas, enfin à un carcinome
canalaire infiltrant dans 2 cas (tableau I). Dans 8 cas, il
n 'existe pas d'envahissement gangl ionnaire (14 à
46ganglions examinés par curage). Dans un seul cas, il
existe une micrométastase ganglionnaire (sinusale cor-
ticale) au niveau de I'un des 33 ganglions examinés. La
présence de I'oncoprotéine dans les 23 cas de maladie
de Paget du mamelon a été recherchée par la méthode
immunohistochimique à la fois au niveau des cellules
tumorales intra-épidermiques et au niveau de la com-
posante intracanalaire et infiltrante de I'adénocarci-
nome sous-jacent. Une hyperexpression de I'onco-
protéine c-erbB-2 est observée dans 2l des 23 cas
étudiés sous la forme d'un immunomarquage membra-
naire net au niveau de toutes les cellules carcinoma-
teuses quel que soit leur siège intra-épidermique

TABLEAU l. - Étude de c-erbB-2 ælon le type histologique
de carcinome mammairr associé à la maladie de Paget.

TABLE l. - Study ot c-erbB-2 according to histologic type
of mammary carcinoma associated with Paget disease.

(fie. l) ou intraglandulaire (fig. 2). Il n'a pas été
observé d'immunomarquage dans 2 cas présentant une
composante glandulaire de type intracanalaire pur.

Ijensemble des 2l cas montrant une hlperexpres-
sion de I'oncoprotéine présentait un immunomarquage
quel que soit l 'anticorps utilisé, mais il existe une
légère différence d'intensité selon I'anticorps (le mar-
quage est toujours plus intense avec I'anticorps A 485
de Dako identifiant le domaine interne).

Les structures néoplasiques sont toujours consti-
tuées de grandes cellules (fig. 3), quel que soit leur
siège (intracanalaire ou intraépidermique) et la nature
non invasive ou infiltrante du processus (fig. 4). La
composante tumorale intracanalaire associée présente
le même profil de marquage que la composante inva-
sive: elle est de type comédocarcinome pur ou mixte,
associant des aspects de type massif, comédocarci-
nome et micropapillaire. Par ailleurs, nous avons
accessoirement constaté que cet immunomarquage a
permis de confirmer le caractère micro-invasif d'une
lésion intracanalaire.

DISCUSSION

Certaines équipes ont montré qu'il existe une étroite
corrélation entre la présence d'une amplification du
gène c-erbB-2 et la présence de I'oncoprotéine, révélée
par un marquage épithélial membranaire [8].

La mise en évidence de I'oncoprotéine c-erbB-2 par
immunohistochimie est de réalisation facile à partir de
tissus fixés au Bouin alcoolique et inclus en paraffine
[3]. La positivité des cas repose sur la présence d'un
marquage membranaire associé ou non à un marquage
cytoplasmique [2, 10, ll, l7]. Le marquage cytoplas-
mique non-spécifique semble pouvoir être évité par

Nombl€
d,a ces

c-el ô8'-2
positif

c-ctbB-2
néSatit

Carcinome intracanalaire

Carcinomê intracanalaire
orÉsumé micro-invasif

Carcinome canalaire infi ltrant
à composante infacanalaire
prédominante

Carcinom€ canalaire inf ihrant

Total

1 3

2

6

2

23

1 1

2

6

2

21

2

0

0

0

2
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Fig. l. - Aspect général de I'immunomarquagt des cellules
de Paget dans l'épiderme mamelonnaire (Gr*Û20).

Fig. 1. - lmmunostaining of Paget's cells in the nipple epidermis:
general aspect. (Magnification x 320).

Fig. 3. - lmmunomarquage membranaire des cellules néo'
plasiques de la composante carcinomateuse intracanalaire
(Gr x l28O).
Fig. 3. - Membrane immunostaining of neoplastic cells of the
intraductal carcinomatous component. (Magnification x 1280).

Fig.2. - Composante carcinomat€use intracanalaire sous'
aréolaire. Atteinte partielle d'un canal (Gr r 2ûl).

Fig. 2. - Intraductal subareolar carcinomatous component.
Partial involvement of a canal. (Magnification x 200).

Fig.4. - lmmunomarquage des cellules néoplasiquss de la
composante carcinomateuse infiltrante (Gr r 3â)).

Fig. 4. - Membrane immunostaining of neoplastic cells of the
infiltrating carcinomatous component. (Magnification x 320).

I i
I '

une bonne adaptation des dilutions d'anticorps, des
durées et des condit ions d' incubat ion. Toutefois
comme d'autres auteurs. nous avons noté dans certains
cas la persistance d'un discret marquage cytoplas-
mique d'interprétation difficile et de signification
inconnue au niveau des structures épithéliales saines.

Keatings et al. [7) ont également étudié I'expression
de I'oncoprotéine c-erbB-2 en immunohistochimie
dans la maladie de Paget mammaire et extra-
mammaire. Dans les 12 cas de maladie de Paget mam-
maire étudiés, il a été observé un marquage membra-
naire des cellules néoplasiques intra-épidermiques.
Des carcinomes canalaires sous-jacents ont été égale-

ment étudiés dans 9 de ces 12 cas. Tous sont positifs
pour le c-erbB-2 et dans 8 des 9 cas, la composante
in situ était de type comédocarcinome ou solide. Dans
l'étude de Lammie et al.l9l, sur 45 patients, 4l (91 %)
présentaient un marquage positif du c-erbB-2 au
niveau de la maladie de Paget. Ces observations rejoi-
gnent celles de notre étude où 9l % des cas présentent
des cellules de Paget immunomarquées (21 cas sur 23).
Dans cette même étude de Lammie et aL,le marquage
de I'oncoprotéine a permis d'observer aussi de petites
zones de micro-invasion à I'instar de la nôtre, mais tout
autre marqueur épithélial aurait sans doute apporté la
même information.

; ; 'ù : .
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En outre, dans les études de Lammie et al.l9f,Yielh
et al. [20] et Wolber et al.l2l), il a été observé, cornme
dans notre série, un marquage à la fois cytoplasmique
et membranaire du c-erbB-2 au niveau des cellules
néoplasiques.

Dans une étude plus récente, DePotler et a/. [3] ont
montré qu'un facteur chimiotactique est synthétisé et
libéré par les kératinocytes épidermiques. Ce facteur
attire les cellules tumorales d'origine glandulaire
hlperexprimant I'oncoprotéine neu. Dans cette même
étude, parmi les 25 cas de maladie de Paget étudiés,
24cas ont monhé un marquage au niveau de la mem-
brane cytoplasmique des cellules tumorales (anticorps
monoclonal de souris 3B5). n a été également observé
un marquage au niveau de 14 carcinomes canalaires
insitu et de 2 carcinomes canalaires infiltrants.

Notre travail confirme que I'hyperexpression de
I'oncoprotéine c-erbB-2 semble en grande partie cor-
relée aux caractéristiques cytologiques de la proliféra-
tion tumorale: les cellules identifiées dans les diffé-
rentes composantes néoplasiques sont toutes des
éléments de grande taille à cytoplasme abondant.
D'autres études s'avèrent nécessaires pour évaluer
I'intérêt pronostique de ce gène. Selon Slamon [8] le
proto-oncogène c-erbB-2 est amplifié dans 25 à 30o/o
des cas de carcinomes mammaires et cette amplifica-
tion génique est corrélée avec un délai de rechute plus
court par rapport aux tumeurs sans amplification de ce
gène. IJétude de ce gène, de son amplification et de sa
surexpression pourrait donc avoir un intérêt pronos-
tlque.

Notre étude, qui concerne un processus néoplasique
à développement majoritairement intraépithélial
(canalaire et épidermique) montre que I'hyperexpres-
sion fréquemment retrouvée dans les cellules carcino-
mateuses n'est pas toujours en rapport avec une aug-
mentation de I'agressivité des cellules tumorales.

Dans la série étudiée, les lésions invasives sont elles
aussi caractérisées par une hyperexpression de l'onco-
protéine, mais il s'agit de lésions relativement peu
agressives (6 carcinomes infiltrants à composante
intracanalaire pÉdominante, 2 carcinomes intracana-
laires avec présomption de micro-invasion et seule-
ment 2 carcinomes canalaires infiltrants classiques)
s'accompagnant dans un seul cas d'une micro-
métastase ganglionnaire.

CONCLUSION

IJhyperexpression quasi-constante que nous avons
mise en évidence dans notre série concerne à la fois
des néoplasies non invasives (intracanalaire et intra-
épidermique) et des carcinomes infiltrants apparem-
ment peu agressifs (composante invasive minoritaire et
extension ganglionnaire faible). Cette constatation
semble en contradiction avec le caractère classique-
ment péjoratif de cette hyperexpression.

Les résultats obtenus dans notre étude apportent
accessoirement un argument supplémentaire en faveur
de la nature adénocarcinomateuse de la maladie de
Paget du sein. Ils confirment I'identité propre de cette
affection néoplasique mamelonnaire et de la compo-
sante carcinomateuse intra-glandulaire sous-jacente
parmi les différentes variétés anatomo-cliniques de
cancer du sein. Ils montrent surtout que l'hyperexpres-
sion de I'oncoprotéine c-erbB-2 n'est pas constam-
ment en rapport avec I'agressivité d'une néoplasie
mammaire. Il se peut qu'elle soit en rapport avec le
caractère macrocellulaire de la prolifération tumorale.
La fréquence de cette même hyperexpression dans les
carcinomes intracanalaires sans maladie de Paget
d'une part, et les constatations récentes relatives aux
rapports entre kératinocytes et cellules de Paget d'autre
part, témoignent du rôle possible de I'oncogène dans la
progression intra-épithéliale du processus néoplasique.
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2. Déterminat ion du niveau d 'ampl i f  icat ion du proto-oncogène

c-erbB-2 dans les carcinomes mammaires : Etude comparative entre

un marquage non radioactif et radioactif

Nous avons reherché le nombre de copies de l'oncogène c-erôB-2 dans les

carcinomes canalaires infiltrants par la technique de PCR ,n vitro en comparant le

marquage froid à un marquage radioactif.
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Abstract - A quantitative method of polymerase chain reaction (PCRn') using both digoxigenin and radioactive
labelled probes has been used for the.detection of the c-erbB-2 proto-oncogene amplification in breast
carcinomas with formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections. c-erbB-2 proto-oncogene amplification has
been demonstrated in l4 infiltrating ductal carcinomas. The technique consisted of the co-amplification of c-
erbB-2 and 1FN-y(interferon-y) genes. The latter was considered as a single copy gene per genome-equivalent.
The aim of this study was to compare two quantitative PCR techniques based on the incorporation of either
digoxigenin- I l -dUTP* or 32P-dCTP, during amplification. For the colorigenic method, using the Digil system,
afterelectrophoresis and transfer, the specific bands wererevealed with achromogenic substrateof phosphatase.
Their intensity estimated by scanning photometry following blot transparisation. After electrophoresis, the
radioactive gel was submitted toradioautography and the bandintensitiesevaluated by scanning specuophotometry.
For the 14 samples, a good agreement between both methods was noted. The colorigenic method is a valuable
alternative to radiolabelling due to: i) time saving, ii) reagent conservation, iii) safe manipulation and iv)
sensitivity of the same order for both methods.

Key words: Breast cancer, c-erbB-2 proto-oncogene, image analysis, quantitative PCR

INTRODUCTION The c-erbB-2 was firstly identified as an oncogene
in chemically induced neuroblastomas in rats. Its

The c-erbB-2 proto-oncogene, also referred as the putative role in human breast cancer, has arisen
neu or HER-2, encodes a glycoprotein molecule recently a considerable interest. In human primary
with tyrosine kinase activity of 185 kDa (Schechter breast carcinomas, amplification of the c-erbB-2
et aI., 1984; Yarden and V/einberg, 1989). The genehasbeendetectedin25 to3ÙVoofthesetumors
structure of this protein is homologous to that of the (Slamon et aI., t989) and is accompanied usually by
epidermal growth factor receptor (Y amamoto et al., p I 85 over-expression (Dawkins et al., 1993; Kerns
1986). et al., 1990; Tsuda et al., 1989). Most of these
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tumors were associated with advanced clinical and
histological markers. The estimation of the number
of copies of c-erbB-2 is usually achieved by
hybridization with a radio-labelled probe, by
estimating directly the quantity of radio-labelled
DNA fragments, or recently by competitive PCR
(Orlando et aI.,1994). Most of these methods give
uncertain or approximate results.

For ascertaining the value of a non-radioactive
method in the determination of the copy number of
c-erbB-2 gene in human tumors, we have amplified
this gene along with /FN-1. This latter one was
chosen as the single copy reference gene. PCR of
the DNA extracted from paraffin-embedded breast
carcinomas was performed and its results were
quantified by colorigenic and radioactive labelling
of amplified DNA.

MATERIALS AND METHODS

Breast Tumors Sampling
Fourteen mammary lesions, from archival materials of the
Department of Pathology of the Centre Alexis Vautrin
(VandoeuvreJès-Nancy, France) were from either mastectomy
or excision biopsy specimens (Edorh et al.,1995). Areas of
tumor were identified macroscopically. All samples were
fixed in 4Vobuffered formaldehydefor 12 hrs. and paraffin
embedded and processed overnight using a Tissue-Tek Vip
Processoril (Laboratoires Miles, Paris, France).

Histologic Evaluation
Hematoxylin-eosin-stained tissue sections were observed
and the presence ofan adequate volume ofcancer tissue was
assessed. The carcinomas were classified using the World
Health Organization (WHO, l98l ) Histological Classification
of Breast tumors of 1981 and graded according to Bloom and
Richardson (1957). All the selected lesions were infiltrating
ductal carcinomas: one of grade I, seven of grade II, six of
grade IIL

Reagents
Agarose NA was obtained from Pharmacia (St. Quentin-
Yvelines, France) whereas Taq (Thermus aquaticus)
polymerase (8.C.2.7 .7 .7) came from Eurobio (Paris, France),
plastic bags from Gibco-BRULife Technologies (Cergy
Pontoise, France), bromophenol blue and ethidium bromide
from Sigma Chem. (St. Louis, MO, USA). Digoxigenin-l l-
dUTP @igoxigenin-3-Gmethylcarbonyl-e-aminocaproyl- [5-
(3-aminoallyl)-2'-deoxy-uridine-5'-triphosphatel tetralithium
salt, dNTP (100 mM, stock solution), 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate, 4-toluidine-salt (BCIP), 4-nitroblue

tetrazolium chloride (NBT) were provided by Boehringer
Mannheim (Meylan, France). All other chemicals were
purchased from Merck (Chelles, France). The nitrocellulose
membrane used was from Stratagene (La Jolla, CA, USA)
and acrylamide/ bisacrylamide, ammonium persulfate, N, N,
N', N' -tetramethylethylenediamine (TEMED) from Bio-Rad
Laboratories (Hercules, CA, USA).

DNA Extraction and Amplification
Briefly, two sections (5 pm thick), placed in 1.5 ml
microcentrifuge tubes with I ml of iso-octane, were pelleted.
Theiso-octane wasdiscarded and this step was repeated once.
Ethanol (lNVo, v/v) was added for in order to remove iso-
octane and evaporated. Then, 100 pl ofdigestion buffer were
added (50 mM TrisoHCl, I mM EDTA ,l%o wlv of proteinase
K (EC 3. 4.2l.l4,BoehringerMannheim), pH 8.5). Samples
were incubated for 3 hrs. at 55oC, and proteinase K was
inactivated by heating at 95oC, l0 min. PCR was carried out
with 2 pl of supernatant.

The primers were provided by Clontech Laboratories (Palo
Alto, CA, USA): i) primerc for c-erbB-2 (sense: 'CCT-CTG-

ACG-TCC-ATC-ATC-TC3', antisense: 'CGG-ATC-TTC-

TGC-TGC-CGT-CG3'); ii) primers of /FN-1(sense: 5TCT-

TTT-CTT-TCC-CGA-TAG-GT3', antisense: s'CTG-GGA-

TGC-TCT-TCG-ACC-TC3').

The polymerase chain reaction was performed in a PCRr"
apparatus (Gene E Osi, Paris, France) with PCR buffer: l0
mM TrisoHCl, 1.5 mM MgClr, 50 mM KCI, 0.1 mg/ml
gelatine,0.2 mM dNTP, 100 ng of genomic DNA (2 pl),20
pM of each pri mer set (c - e rb B -2 and I F N -y ) and I unit of 1a4
DNA polymerase, pH 8.3. For radioactive labelling 0.1 pl
radioactive 32P-dCTP with a specific activity of 3000 Ci/
mmol (Institut de Chimie Nucléaire, Orsay, France) was
added to the PCR mixture (25 pl) as described by Sestini et aL
(1994). For non-radioactive labelling, 0.2 mM of dTTP were
replaced with a mixture of 0.7 mM digoxigenin-dUTP* and
1.3 mM dTTP.

The amplification consisted of 30 cycles of: i) denaturation at
94"C for 60 sec.; ii) primer annealing at 55oC for 60 sec., iii)
primerextension at72"C for60sec. The reaction was terminated
by l0 min. of primer extension at 72"C. IFN-"'1 and c-erbB-2
primers amplihed 98 bp and 150 bp fraement, respectively.

Evaluation of the Number of Copies of c-erbB-2
- N on- radioactive method: Following electrophoresis

the gels were incubated in denaturing buffer for 30 min.
(NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) and equilibrated in neutral buffer
for 2 x 15 min. (NaCl 1.5 M,TrisoHcl 0.5 M, EDTA I mM,
pH 7.2). DNA samples were transfened to nitrocellulose
filter paper (Nitrocellulose, Stratagene) by a dry transfer
method for 4 hrs. according to Rihn et al. (1995b).

The DNA was fixed at 80oC and the membrane was washed
in TPI buffer (TrisoHCl 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) for
3 min., then incubated in TPI buffer containingO.SVo (wlv)
Blocking Reagentil (Boehringer Mannheim) for 30 min. and
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rinsed again briefly in TPI buffer. The membrane was further
incubated for30 min. in the antibody conjugate solution (anti-

digoxigenin-phosphatase labelled: l/5,000 dilution in buffer
TPI), washed 2 x l5 min. inTPl buffer, and furtherequilibraæd
for 2 min. in TP2 buffer (TrisoHCl 100 mM, NaCl 100 mM'
MgCl" 50 mM, pH 9.5). Membranes were sealed in plastic
bags with I 0 ml of coloring solution, consisting of buffer TP2
with 45 pl NBT solution (75 mg/ml in a mix of 0.7 v
dimethylformamide and 0.3 v deionized water) and 35 pl of
BCIP solution (50 mg of BCIP/ml in dimethylformamide).
Foltowing revelation of DNA bartds (generally between 30
min. and I hr.), the membrane was washed in TE buffer
(TrisoHCI l0 mM, EDTA I mM, pH 8.0) for 5 min. in order
to stop the reaction.

The nitrocellulose membrane was immersed in atoluene bath
and fixed with a mixture of acrytol (Labonord, Villeneuve
d'Ascq, France) and toluene on a glass slide to render it
transparent (Rihn et al., 1995a). Intensity of the staining of the
PCR amplified fragments was evaluated with a scanning
spectrophotometer (Dual Wavelength Flying Spot Scanneril,
Shimadzu CS-9000) using the software FDU-3il(Shimadzu'
Kyoto, Japan). The scanning spectrophotometer worked with
an absorption/transmission mode with autoblanck, a laser
wavelength of 700 nm, a reference wavelength of 420 nm
(beam sizes of L0 x 1.0 mm2). The ordinate of the recorder
was set to lie between 0.0 to 2.0 absorbance units, and the
abscissa represented the optical path in mm (Rihn et a/.,
1995c).

- Radioactive method: The 32P-dCTP amplified
products were resolved following l6Vo polyacrylamide gel
electrophoresis in triplicate. The gels were dried and
autoradiographied (RPN 1675 Filmsl", Amersham, Paris,
France) overnight at -80"C.

The radioautograms were then scanned with a Model Lumiscan
50 (Lumisys Inc., Sunnyvale, USA). Image processing and
analysis was performed with the Film Image Processing
System Plus software (FIPS+il, Physikalisch-Technische
Werksùâtten GmbH, Freiburg, Germany). The results were
expressed in absorbance as a function ofthe beam course. The
laser was 633 nm (He-Ne source). The spatal resolution of
the scanner used was of 200 Pm.

- Both methods.' The level of c' e rb B -2 proto-oncogene
amplification was determined comparing the signals given by
the amplified fragments corresponding to c-erbB-2 and /FN-
T genes respectively on the same lane' The results were
expressed as the ratio of the peak area obtained with the two
bands. Each sample was tested in triplicate and the mean of
the results was calculated. A correction was introduced for
taking into account the different sizes of the amplified
fragments. The peak area for c-erbB'2 was multiplied by the
ratio of the amplified products (c-erbB'2| IFN-1) i.e. 0.65.
The final result was considered as representative of the
number of copy of c-erbB-2 gene per tumor cell.

RESULTS AND DISCUSSION

Although tumors were of the same histopathological
type, a great difference of number of copy of c-
erbB2 gene was noted. After amplification of
extracted DNA and scanning, the ratio of the peak

areas of both genes gave values varying from I to I 5
(Table l). However no correlation could be
established between the histopathological grade

Table I Determination of c-erbB2 copy number in ductal carcinomas.

c-erbB-2 /IFN Ratio

'Radioactive

Labell ing
Colorigenic' Approximate c-erbB'2
Labelling Copy Number per

Genome Equivalent

Tumor
Grade

I
n
II
III
il
II
II
II
il
II
m
m
ilI
III

r .o2
0.60
0.63
0.65
t . t 4
2.86
2.91
2.71
1 . 8 8
2.M
2.46
1.77
3.94

t4.41

t .32
r.33
0.90
1.46
l . l 6
1 .84
2.02
1.67
2.63
r.62
2.00
2.95
2.61

t4.91

2 t o 3
2 t o 3
2 to3
2 t o 3
2 t o 3
2 t o 3
2 t o 3
2 t o 3

14 to  15
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and the number of copies of the c-erbB-2 gene. In
most cases, I to 4 copies were found. The only high
amplification level with 14 copies corresponded to
a grade III lesion. Minute differences were noted
between the two labelling methods which results
were in good concordance. Fig. I shows a typical
result obtained by colorigenic (Fig 1A) and
radioactive detection (Fig. 18) of the amplified
fragments. The radioactive and colorigenic methods

radioautogram @orresen et al., 1990; Gutman er
aI., 1989 ;Machotka e t aI., 1989 ;Olsson el a 1., 199 | ;
Slamon et aI., 1987 ; Tavassoli et aI., I 989; Tsuda et
al.,1989). Guunan et aI. (1989) have mixed different
quantties of extracted tumor DNA with mouse DNA,
keeping constant the total quantity of DNA. The c-
erbB-2 gene of mouse and tumor, respectively, were
compared. A dircct quantification after competitive
PCR has also been proposed by photographic

BA

32

t2 3 4 5 6 7 I I

-ff;tr

gave very identical results although they correspond
to separate amplifications. Digoxigenin-dUTP*
labelling give strong staining of band making easy
the scanning of transparised membranes (Fig. 2).

Different techniques have been used for estimating
the c-erbB-2 gene amplification in breast tumors.
Dot blot of dilutions of crude DNA preparations and
32P labelled probes (Dawkins et al., 1993; Olsson er
al.,I99l: Paterson et aI.,l99l; Ro er al.,1989) can
give only a rough estimate and non-specific hybridi-
zation cannotbe ruled out. Gene amplification followed
by Southem blotting and hybridization permits also
an estimation of the amplification level of the c-
erbB-2 gene by densitometric evaluation of the

Jê

evaluation of the intensity of band fluorescence in
BET+ontaining gels (Sestini et aI.,1994).

For the evaluation of the number of copies of c-
erbB-2 gene in tissues a reference is necessary. The
most favoured method arising in the comparison to
a single copy genome (Borresen etcl., 1 990; Dawkins
et al.,1993; Gutman et a1.,1989; Machotka et aI.,
1989; Olsson et aI., l99l; Paterson et a/.,  l99l; Ro
et aL.,1989; Slamon et aL.,1987; Tavassoli  et a/.,
1989; Tsuda et a1.,1989). Another method is the
comparison with the mouse c-erbB-2 gene which is
present as a single copy gene (Gutman et aL.,1989).
Anotherpossibility is the case of a haploid genome
which gives a unique copy of the gene (Olsson et al.,

t-
Fig. 1 Southernblotofc-erbB-2andIFN-ygenesco-ampliftcationproductsininfiltratingductalbreastcarcinomas.
A) Colorigenic labelling: tumor A (lane I ) shows a 2-fold amplification; tumor B (lane 2): 4-fold amplification; tumor
C (lane 3): l5-fold amplification of c-erbB-2. B) 32P labelling: tumor A, (lanes 1,2,3) shows 4-fold amplification of
c-erbB-2; tumor B, l4-fold amplification (lanes 4, 5, 6: same as tumor C, lA) ; tumor C (lanes 7, 8, 9), 3-fold
amplification. -> (upper) fragment corresponding to /FN-1( 150 bp); -1 (lower) fragment corresponding to
c-erbB-2 (98 bp).

77



Quantitative-PCR comparison between Dig-non-radioactive and radioactive labelling 97r

.12o,

-.oo5
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tr
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-.o30

( - - )

Fig. 2 Colorigenic methodfor the estimating the
c-erbB-2 copy number.  Densi togram of  the
absorbance (left and ri ght ordinates) versus the optical
course onto the blot. Peak A corresponding to the c-
e rb B - 2 proto-oncogene amplifi ed fragment; Peak B
corresponding to the amplified fragment from the
reference /FN-1 gene.

l99l). But we, we have chosen the /FN-y gene
which is present as a single copy in the human
genome.

However, when estimating the number of copies of
the c-erbB-2 gene, the sample must consist almost
exclusively of tumor t issue to prevent any
underestimation. This was the case in our study.
Other pitfall must be averted. Direct estimation by
hybridization is not very sensitive. The establishment
of a relation between the number of copies present
before gene amplification and the quantity of
amplified DNA after reaction is difficult since
several variables cannot be controlled by the
experimenter (Sestini et al., 1994).

The estimation of the number of copy of a target
gene is possible by using competitive PCR
introducing an internal standard (e. g., a competitor
DNA fragment amplified with the same primers but
distinguishable from that one studied by size of
restriction enzyme cleavage site) (Fené et al., 1994;
Sestini et aI., 1994). Thus co-amplification of c-
erbB-2 and IFN-1 genes may be less reliable than
the preceding technique. However, in our study, as
primers are of close G+CVo allowing the use of the
same annealing temperature, as the amplified
fragment sizes are not very different, and as a
correcting factor has been introduced for taking into
account the difference in size, we can consider that
agoodestimate of the numberof c -erbB-2 copies in
breast tumors was obtained.

A great variation in the number of copies of c-erbB-
2 gene in breast tumor has been reported by the
studies reported above. We have shown that even if
one type of tumor is studied, this number of copies
varies in a wide range without any apparent relation
with the grading of the lesion. However our study
enclosed a limited number of cases and further cases
should be added.

CONCLUSION

Non-radioactive labelling of DNA is not of common

AB

VV
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use for estimating a gene copy number. However,
our results show clearly that digoxigenin-dUTPru
labelling provides the same results than 32P labelling
when considering accuracy and sensitivity. Such a
non-radioactive method should be favoured since
results are obtained more rapidly, reagents may be
conserved over months, and their manipulation
does not require specific installations.
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3.  Express ion de c-erbB-2,  p53,  c -Ha-  ras ,  pS2 dans les  carc inomes

canalaires inf  i l t rants (CCl).

Nous avons détecté par immunohistochimie la présence des protéines c-erbB-z,

p53, c-Ha-ras, pS2 dans les carcinomes canalaires inf i l t rants (CCl) et  nous avons

comparé les résultats d 'ampl i f icat ion génique quant i tat ive de I 'oncogène c'erbB-2 à

ceux de l ' immunohistochimie.

3.1 . Expression du gène c'erbB-2

Les tumeurs présentant  un marquage cytop lasm ique avec renforcement

membranaire ont été considérées comme posit ives (Figure 12).  13 cas de CCI sur les

37 présentaient un marquage posit i f  (35 7o), se répartissant en 1 cas de grade | (33 "/"),5

cas de grade l l  (91 %), et 7 cas de grade l l l  (39 %). Malgré le petit nombre de cas de

grade l ,  i l  ne semble pas y avoir  de di f férence entre les di f férents grades dans le

pourcentage d'expression du c-erbB-2.

!5
t$i.

Figure 12 :  c-erbB-2

com posantes invasive

(Gr. x 2s0).

Marquage membrana i re  des ce l lu les

intracanalaire d'un carcinome canalaire

néoplas iques des

inf i l t rant de grade l l let
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3.2. Expression du gène p53

L'oncoprotéine p53 s 'accumule dans le noyau (Figures 13 et 14).Nous avons

considéré comme positives les tumeurs ayant plus de 10 "/o de noyaux marqués. Sur

37cas, seuls I CCI ont été considérés comme positifs (24,3o/o),0 de grade l, 1 de grade

lf  (6,2 " /" ' ) ,8 de grade l l l  (44,5 " /o).Ces taux sont tout à fai t  comparables à ceux

déterminés par Martin (1995) et montrent le caractère péjoratif de I'expression de la p53

dans les tumeurs du sein (Lohman et coll., 1993).

Figure 13 : p53 : Carcinome canalaire infiltrant de grade lll (Gr. x 63).

82



Figure i4 .  pS3 :  Carc inome cana la i re  in f i l t rant  de grade l l l .  A  noter ,  I 'absence de

marquage des ce l lu les d 'un canal  rés iduel  normal  (G r .  x  250) .

3.3. Expression du gène PSz

La proté ine pS2 est  présente dans le cytoplasme (Figures 15 et  16) .  Le marquage

par les ant icorps est  hétérogène.  Les tumeurs ont  été considérées comme posi t ives s i

p lus de 1O % des cel lu les éta ient  marquées.  Au tota l ,  18 cas éta ient  posi t i fs  (48 %),  avec

le  taux  d iminuant  avec  la  g rav i lé ' .2  pos i t i f s  de  grade |  (66 ,  7  %) ;  9  de  grade l l  (56  "h ) ,7

de grade l l l  (39  %)  .  62  % des  tumeurs  expr imant  la  pS2 on t  des  récepteurs  pour  les

estrogènes.  Nos résul tats sont  proches de ceux de Schwartz et  col l . ,  1991 et  de Henry et

col l . ,  1gg1 et  conf i rme que la présence de pS2 est  un facteur  de bon pronost ic .
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Figure  ' l  5  :  pS2 :  Ce l lu les  tumora les  d 'un  carc inome

noter ,  I ' absence de  marquage des  ce l lu les  d 'un  cana l

cana la i re  in f i l t ran t  de  grade

rés idue l  normal  (Cr .  x  250) .

i l r .  A
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F igure  16  :  pS2  :  lmmunomarquage  cy top lasmique

ce l lu  les  néop las iques  d 'un  carc inome cana la i re  in f  i l t ran t

A U

de

n ivea u

grade l l

d 'env i ron  60  % des

(Gr .  x  400) .
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3.4. Expression du gène c-Ha-ras

La protéine ras est présente dans le cytoplasme (Figures 17 et 18), mais la lecture

des préparat ions est di f f ic i le,  en raison d'un brui t  de fond souvent important.  S cas

étaient posit i fs (21 ,O %) avec un taux croissant selon le grade : 0 de grade l, 2 de grade l l

(12,5./") ,6 de grade l l l  (33,3 %). Dans les carcinomes mammaires, le taux d'expression

du c-Ha-ras var ie  de 0 à 1OO % (Gulb is  e t  Galand,  1993) .  Cet te  grande var iab i l i té

pourrai t  être l iée à des problèmes techniques l iés à la qual i té des ant icorps et à la

lecture des résultats et rendre diff ici le toute interprétation. La recherche d'ARNm ou la

recherche d'ampl i f icat ion pourrai t  peut-être mieux établ i r  une relat ion entre cancer

mammaire et expression des gènes ras.

Figure 17: c-Ha-ras: Carcinome canalaire inf i l t rant de grade l l l  (Gr.  x 250).
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Figure 18 : c-Ha-ras : Carcinome canalaire infiltrant de grade lll (Gr. x 400).

3.5. Comparaison de l'expression de ces quatre gènes

Les résultats présentés dans le Tableau 4 montre que (r/ p53 paraît surtout exprimé

dans les CCI de grade l l l ,  cê qui va dans le sens de mutations tardives de p53, (i i) la

protéine c-Ha-ras est également associée aux carcinomes infiltrants de haut grade, (iii)

fa présence de pS2 ne paraît pas être corrélée au nombre de copies de c-erbB'2, (iv)

mais pS2 est exprimée quand p53 ne l'est pas, (v) de même p53 est détectable (donc

muté) quand c-erbB-Z ne l'est Pas.

9.6. Expression et niveau d'amplification de c-erbB-2 dans les carcinomes canalaires

inf iltrants

Dans 37 lésions, l 'expression de la protéine c-erbB-2 a été est imée par

immunohistochimie et le nombre de copies du gène c-erbB-Z a été évalué par PCR

quantitative en utilisant le gène de IFN-y comme référence (Tableau 4).
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Tableau 4 : PCR Quantitative (incorporation directe de la Dig-11dUTP) et lmmunohistochimie sur
carcinomes canalaires infiltrants de grades l, ll et lll (c-erbB-2), et lmmunohistochimie sur carcinomes
canalaires infiltrants de grades l, llet lll (pS2, p53, c-Ha-ras).

Des deux types de marquages ut i l isés pour la PCR, nous n'avons retenu que le

marquage froid à la Dig11-dUTP qui a donné les résultats les plus cohérents.
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Le rapport c-erb}-2llFN-lqui correspond au nombre de copies du gène c-erbB'2

par équivalent-génome a été comparé aux résultats de l'expression de c-erbB'2 par

immunohistochimie. Seuls, 29 prélèvements (sur 37) ont pu être étudiés (2 CCI de grade

l, 12 de grade ll, 15 de grade ll l).8 prélèvements n'ont pas donné de résultats par le

marquage froid pour des raisons inexpl iquées (manque de sensibi l i té ou erreur

technique).

Etant donnée I'imprécision des techniques utilisées, les résultats ont été regroupés

de la manière suivante. Les rapports c-erbB-2/lFN-ysupérieurs ou égaux à quatre ont

été seuls considérés comme pouvant indiquer une amplification dy gène c'erbB'2 et

l,immunohistochimie comme négative ou positive (+ ou -). Sur 21 échantil lons ayant un

rapport c-erbB-2/lFN-yinférieur à quatre, 5 (24 %) étaient positifs en immunohistochimie.

par contre, sur I tumeurs avec un rapport c-erbB-2llFN-y supérieur ou égal à 4, cinq

(63 %) étaient positifs en immunohistochimie.

Bien que non signif icat i fs,  ces résultats tendent à montrer qu' i l  existe une

corrélation entre le nombre de copies du gène c-erbB-2 et l'expression de la protéine.

Une telle amplification du gène a été décrite par Patterson et coll. (1991) avec la

présence de trois copies ou plus dans les tumeurs (Patterson et coll, 1991., Borressen,

1990; Gutman et coll., 1989; Ro, 1989; Berger et coll., 1988). Cette amplification a été

observée dans des tumeurs et jusqu'à 15 copies du gène ont été observées. Cette

observation est renforcée par la présence de 5 tumeurs sur 6 avec rapport c-erbB-2/lFN-

l supérieur à 4 associés au grade ll l. Une augmentation du nombre de copies du c-erbB'

2 est associée à un pronostic défavorable. Nos résultats demandent cependant à être

confirmés, car nous n'avons effectué qu'une détermination et il faudrait laire la moyenne

des résultats de trois PCR complètes, séparées et réalisées sur un même tissu afin

d'obtenir une meilleure estimation du rapport c-erb5-2llFN-y et éviter des variations liées

à l'efficacité d'amplification. De plus, la détermination de I'amplification du gène c-erbB-

2 est sujette à des variations du fait de l'hétérogénéité tumorale où le stroma de
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l 'échantil lon peut représenter jusqu'à 50 % de la masse tumorale. Seules, des études

systématiques à part ir  de cas cl iniques devraient permettre d'améliorer nos

connaissances en étudiant simultanément I'expression de plusieurs oncogènes dans

des lés ions proches tant  sur  le  p lan morpholog ique que sur  le  p lan

immunohistochimique. Cette étude devrait permettre de vérifier (i) l 'existence de

l'association d'un ou de plusieurs oncogènes à un type donné de transformation

maligne, (ii) de mieux connaître le mode de survenue des dérégulations des oncogènes

dans les cellules tumorale s, (iii) et de déterminer les facteurs prédictifs d'évolution des

lésions.
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CHAPITRE IV

CONCLUSION

Actuellement, la théorie unificatrice expliquant la genèse des cancers est basée sur

une rupture d,équilibre entre les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs.

Certains gènes cellulaires remplissant des fonctions normales importantes dans la

division cellulaire peuvent dans certaines circonstances, échapper aux contrôles dont ils

font normalement I'objet. ces gènes peuvent ainsi devenir des oncogènes actifs et

entrainer la formation de cancers. ll est donc important d'étudier l ' interaction de

plusieurs oncogènes qui peuvent initier la transformation néoplasique de certains tissus.

En retour un même oncogène peut intervenir dans la cancérogenèse de plusieurs types

tissulaires différents. L'étude des oncogènes peut ouvrir une voie nouvelle dans

I'approche des traitements anticancéreux. Par exemple, on pourrait envisager des

traitements bloquant I'action des oncogènes voire des gènes suppresseurs de tumeurs

activés et essayer de rétablir les fonctions normales. On peut penser construire dans le

futur des vecteurs permettant d' insérer une séquence génique dans les cel lules

tumorales et faire disparaître la prolifération cellulaire. Comme le dit Tobin (1995), "des

sortes de missiles à tête chercheuse capable d'envahir le coeur des cellules perverties

pour s'emparer de leurs commandes génétiques, et les convertir". Ainsi, le traitement

des cancers dans la genèse desquels l 'altération d'un gène suppresseur de tumeur

serait impliqué consisterait idéalement en I' introduction de la copie normale de ce gène

dans les cel lules tumorales. l l  a été montré que la croissance tumorale d'un

rétinoblastome humain greffé chez la souris nude était inhibé par l ' introduction d'une

copie normale du gène RB. De même, la transfection dans des lignées cellulaires de

gliome, d'ostéosarcome et de cancer colique de la copie normale du gène p53 inhibait

leur croissance tumorale.
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Pour certains cancers, on peut donc espérer que progressivement apparaîtront des

techniques permettant une approche nosologique cohérente, des tests f iables

susceptibles d'orienter I'approche thérapeutique et peut-être un jour des thérapies

géniques spécifiques touchant les cellules cancéreuses tout en préservant les cellules

normales. L'étude de l'expression des oncogènes ou anti-oncogènes dans les tumeurs

du sein peut contribuer à cet effort diagnostique, thérapeutique et pronostique.
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DEUXIEME PARTIE

UTILISATIoN DE SOURIS TRANSGENIOUES v.HA.rAS EN TOXICOLOGIE
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1. Historique et util ité de souris transgéniques

En 1986, Palmiter et Brinster (1986) ont mis au point la technique de transgenèse.

Cette technique a été rapidement util isée pour étudier les gènes impliqués dans le

cancer (Adams et Cory, 1991). Ces recherches ont permis d'étudier l 'expression des

gènes dans des tissus cibles, la formation de tumeurs et l 'étude, plus large, de la

pathogenèse des maladies liées au dysfonctionnement des gènes impliqués. Ces souris

sont appelées transgéniques, car en dehors de leurs propres séquences d'ADN, elles

possèdent en plus de leur propre patr imoine héréditaire, des séquences

supplémentaires appelées transgène. L'élaboration de ces animaux transgéniques

permet d'étudier les conséquences qualitative et quantitative de l'expression du gène

impliqué (Adams et Cory, 1991; Molina et coll., 1995). Elle permet également d'évaluer

les similitudes physiopathologiques avec les maladies humaines et d'étudier in vivo la

progression spontanée des lésions tumorales. Les animaux transgéniques représentent

un outi l  de travai l  considérable dans les pathologie inf lammatoire, infect ieuse,

vasculaire et nutritionnelle, en immunologie et dans certaines maladies héréditaires.

Ainsi, un important effort a été entrepris pour caractériser les gènes associés à

différentes maladies, à établir leur fonction spécifique et les conséquences biologiques

découlant des altérations (activations ou inactivations) de ces gènes (Goldsworthy et al.,

19e4) .
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2. Techniques de transgenèse

Actuellement, deux principales sortes de construction d'animaux transgéniques

sont utilisées : la transgenèse telle qu'elle a été mise au point par Palmiter et Brinster et

la recombinaison homologue qui util ise les cellules souches embryonnaires (cellules

ES pour Embryonic Stem cells : Hogan et col!., 1986; Monk, 1987; Camper, 1987;

Jaenisch, 1988).

2.1. Transgenèse "classique"

Mise au point par Palmiter et Brinster en 1986, elle consiste en une micro-injection

de gènes-clonés dans l'oeuf fécondé de souris et nécessite plusieurs étapes à savoir,

(/ le clonage de la construction génique au sein de laquelle se trouve le gène étudté, (ii)

fa micro-injection de cette construction dans l'oeuf, (ii i) la réimplantation des oeufs

micro-injectés dans I'utérus de femelles préparées à la nidation dites pseudogestantes,

(iv) I 'analyse du génome des souriceaux et de leurs descendants. La construction

génique est formée de trois parties importantes : (i) les séquences exoniques et

éventuel lement introniques du gène étudié, ( i i )  les séquences promotr ices et

régulatrices d'un gène permettant I'expression du gène étudié dans des organes cibles

et enfin (ii i) des signaux de polyadénylation et de terminaison de la transcription

permettant de stabiliser la transcription en messager transgénique.

Plusieurs étapes sont nécessaires dans la réalisation de la micro-injection et par la

suite de la réimplantat ion :  superovulat ion de femelles normales par inject ion

séquentielle de deux hormones gonadotrophiques, puis accouplement à des mâles

normaux, sacri f ice des femelles et prélèvement des oeufs 20 heures après la

superovulation dans l'ampoule de I'oviducte, micro-injection du transgène dans l'un des

noyaux de I 'oeuf prélevé sous microscope à I 'aide de micromanipulateurs et

réimpfantation des oeufs micro-injectés dans I'infandibulum de l'oviducte de femelles

dites pseudogestantes, préparées à la nidation, obtenues par accouplement avec des

mâles vasectomisés. L'analyse des animaux obtenus après réimplantation des oeufs

micro-injectés a pour but de rechercher I'existence de fondateurs portant le transgène et
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pouvant par croisement, être à I'origine d'une lignée transgénique. L'analyse de I'ADN

extrait de la queue des souriceaux est réalisée par Southern b/of tout en utilisant tout ou

partie du transgène comme sonde, et permet de prouver la réussite de la transgenèse.

Par la suite, on analysera le transgène dans la lignée obtenue, à savoir le nombre de

sites d'intégration et le nombre de copies par site. Suivront alors une analyse de

l'expression du transgène au fur et à mesure de la descendance et une analyse

phénotypique permettant une étude morphologique précise afin de déterminer la

stabilité de la construction transgénique.

2.2. Recombinaison homologue

Cette technique util ise des cellules souches embryonnaires (cellules ES) et permet

de créer des lignées murines mutantes aux anomalies génétiques définies et introduites

par mutagenèse dir igée. Ces cel lules ES ont été préalablement cult ivées et

séfectionnées in vitro pour un évènement de recombinaison homologue entre un

segment du gène étudié (construit  par génie génétique) et le gène endogène

homologue. Après avoir sélectionné un clone de cellules ES pour I'hétérozygotie de la

mutation engendrée, la totipotence des cellules ES est util isée pour créer des animaux

mosaiques en les réimplantant dans la blastula dans la zone à l 'origine des gonades.

Les animaux mosaTques pour le transgène en F1 donneront naissance à des animaux

hétérozygotes puis homozygotes dans les générations F2 et suivantes. Cette

mutagenèse ciblée permet par la création de modèles animaux, d'étudier in vivo, au

cours du développement, les fonctions d'un gène inactivé quand la mutation créée a eu

pour but d'empêcher toute transcription et traduction du gène, permettant ainsi d'étudier

dans les lignées homozygotes, les conséquences de l'absence d'expression du gène.

En util isant la technique de la transgenèse "classique", il est ditficile de savoir combien

de copies des transgènes et à quel endroit du génome ceux-ci sont intégrés, alors que

la technique du gène ciblé dans les cellules ES permet elle une intégration du gène

altéré à la place du gène normal.
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3. Transgenèse et pathogenèse des cancers

3.1. Les animaux transgéniques : util ité pour l 'étude de la pathogenèse des cancers

Les animaux transgéniques sont utiles dans la compréhension de la pathogenèse

du cancer. Par exemple, le ciblage de I'expression d'un oncogène ras activé dans la

glande mammaire provoque des adénocarcinomes mammaires chez des souris

transgéniques femelles. Par ailleurs, l 'util isation des souris transgéniques a permis de

démontrer le rôle de gène suppresseur de tumeur qu'est p53 (Donehower et coll., 1992;

Jack et colt., 1994). En outre, l 'analyse morphologique de modèles de cancérogenèse

mammaire par le biais de I'hyperexpression ciblée de c-erbB-2, ras ou myc a montré

que le type cytologique prédominant de la tumeur engendrée était variable selon

!'oncogène en cause et donc que le phénotype de la tumeur pouvait être un reflet du

génotype (Cardiff et coll., 1991).

Jusqu'à présent, plus d'une cinquantaine de types d'animaux transgéniques ont

été élaborés. Bon nombre de ces transgènes codent des protéines impliquées dans les

processus néoplasiques (Hunter, 1991) : facteurs de croissance (Transforming Growth

Factor a: TGF a et lnt-2 ), récepteurs des cytokines (c-ErbB-2 et Ref ), signaux de

transduction (protéines ras, sérine/thréonine kinase (Pim -1), tyrosines kinases (Abl) et

les protéines nucléaires servant de facteurs de transcription ou régulant directement la

répf ication cellulaire (Myc, N-Myc, L-Myc, Fos, Jun, p53).

En général, le transgène ne provoque pas directement des tumeurs, mais établit

une prédisposition et l'émergence d'un clone malin. En portant un transgène activé (par

exemple un oncogène ras), les animaux peuvent être considérés comme génétiquement

initiés, donc prédisposés aux tumeurs. Néanmoins pour cet oncogène, on note une

prolifération cellulaire dans les acini pancréatiques (Quaife et coll., 1987), dans les

cellules hépatiques (Sandgren et coll., 1989) et dans les kératinocytes (Bailleul et coll.,

1990). Le potentiel oncogénique de ras n'est pas en relation avec sa capacité

d'accroître la prolifération d'une manière ubiquitaire, mais il est fonction de la nature et

de l'inductibilité des zones régulatrices situées en amont du transgène.
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Dans bon nombre de constructions transgéniques, le transgène est régulé par le

Long Terminal Repeat (LTR) de tumeurs mammaires provenant du rétrovirus murin

MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus ). Ce promoteur est stimulé par les progestines. ll

a été observé que les souris LTR-Myc, LTR-Neu et LTR-v-Ha-ras ont toutes développé

des adénocarcinomes mammaires, mais ce développement tumoral mammaire se fait

d'une manière sporadique et n'atteint pas I'ensemble de l'épithélium mammaire.

3.2. Souris transgéniques portant v-Ha-ras

Le modèle des Oncomice ru (Neo 01, Du Pont) a été util isé pour évaluer le

potentiel cancérogène de produits chimiques. La construction génétique réalisée dans

ce cas est obtenue après adjonction du promoteur du Mouse Mammary Tumor Virus

(MMTV) au gène v-Ha-ras. Le promoteur du MMTV est une portion du génome du

rétrovirus B qui est capable d'induire un carcinome mammaire chez la souris (Figure

19). Ces promoteurs sont composés de séquences LTR (Long Terminal Repeat)

possédant :

- un site d'intégration à I'ADN représenté par les séquences rnf,

- un site de fixation du récepteur des hormones glucocorticoïdes situé dans la région

U3 entre -200 et -50 pb avant le site d'initiation : ces séquences possèdent les

propriétés de type enhancer en présence d'hormones gluco-corticoides et augmentant

I'activité du promoteur hétérologue situé en aval,

- un site de promotion, la TATAA box permettant la transcription du gène situé en

aval.
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Figure 19 : Organisation de la structure du transgène "promoteur du MMTV/v-Ha-ras " (Edorh, 1991).

Le site de fixation du complexe hormone-récepteur est spécifique mais non restrictif

en ce sens qu'il permet l ' induction de la transcription sous I'action de différentes

hormones, à savoir les glucocort icoides, les progestines, les androgènes et les

minéralocorticoides. Les récepteurs de ce groupe possèdent tous un élément en doigt

de zinc permettant l ' interact ion du complexe hormone/récepteur avec I 'ADN. Le

récepteur des glucocorticoides a été mis en évidence dans le foie, le poumon, le rein,

l'intestin, le cæur, le muscle, la peau et les lymphocytes.

Dans le cas des souris transgéniques, les séquences enhancer contrôlent acti-

vement la promotion du gène v-Ha-ras et le transgène résultant de la fusion MMTV/v-Ha-

ras possède per se un fort pouvoir oncogène puisque le promoteur fort contrôle

l'équivalent rétroviral (v-Ha-ras ) du gène c-Ha-ras (mutations activantes de la protéine

ras au niveau des codons 12 et 59).

Les souris transgéniques (pour v-Ha-ras ) expriment dans plusieurs types

cellulaires ce gène transformant et ouvrent une voie prometteuse pour l 'étude des
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mécanismes impliqués dans la transformation cancéreuse (Colburn, 1989; Compere et

coll., 1989; Jenkins et Copeland, 1989). En effet :

- les effets biologiques et I'expression de cet oncogène peuvent être suivis dans tous

les types cellulaires (plus de 200 types différents) et pendant toute la vie de l'animal,

- la différenciation cellulaire peut être perturbée par le transgène et de ce fait

explorée : en particulier, l'étude attentive des stades prénéoplasiques devient possible,

- fa coopération d'oncogènes peut être étudiée in vivo,

- ce test animal tient compte du métabolisme in vivo des cancérogènes chimiques

util isés pour intoxiquer les animaux.

Les cancérogènes chimiques administrés aux animaux transgéniques peuvent

avant ou après leur métabol isme agir sur d'autres gènes ou agir de manière

épigénétique et éventuellement potentialiser I'action du transgène afin de favoriser la

transformation néoplasique. Comme cela a déjà été souligné, la progression d'une

cellule vers la malignité est perçue comme un processus séquentiel se déroulant par

étapes : ces étapes peuvent correspondre à l 'acquisition de nouveaux oncogènes

activés. En exploitant le modèle de souris transgéniques exprimant un oncogène activé,

on peut faire l 'hypothèse que la transformation néoplasique serait plus rapide qu'avec

un test conventionnel.

3.3. Souris nullizygotes pour p53

Par le biais de la technique de la recombinaison homologue, Harvey et coll. (1993)

ont élaboré des souris avec un ou deux allèles de lignées cellulaires de nullp53 (allèles

inactivés de p53). Les souris nullizygotes pour p53, portant les deux allèles inactivés, se

développent normalement, mais elles sont très sensibles à la formation de tumeurs

spontanées précoces.

Le gène p53 est muté dans de nombreux cancers humains acquis (poumon, sein,

colon) ou à transmission héréditaire (syndrome de Li Fraumeni), cas dans lesquels le

gène p53 est muté au niveau de l'exon 7. Cependant, il a été prouvé que le gène p53

n'est pas nécessaire au développement embryonnaire de la souris autorisant de ce fait
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l'élaboration de souris transgéniques homozygotes pour le gène p53 muté. Dans l'étude

de Donehower et coll. (1992), le gène p53 a été muté par introduction d'une cassette

neo de 450 pb dans l'exon 5 (essentiel à l 'activité de la protéine) et injecté par

électroporation dans les cellules embryonnaires sélectionnées sur un milieu spécifique

pour la présence de l'insert et criblées par amplification génique en chaîne. Ces cellules

embryonnaires souches sont injectées dans des blastocytes les rendant chimères.

Certaines souris chimères ont transmis à leur descendance par reêombinaison

homofogue la mutation de p53, permettant dès la lignée F2 d'obtenir des souris

homozygotes et hétérozygotes pour p53 muté. Les souris homozygotes développent

ent re 1B et  25 semaines des lymphomes généra l isés,  mais  auss i  des

hémangiosarcomes, ostéosarcomes, adénomes bronchiques et gonadoblastomes.

Dans une étude, 19 souris homozygotes sur 26 développent des lymphomes, 7 souris

développent deux tumeurs dif férentes et deux souris possèdent trois tumeurs

(Donehower et coll., 1992). Soixante quinze pour cent des animaux montrent des

néoplasmes avant 6 mois, alors que seules20o/o des souris hétérozygotes développent

des tumeurs en 18 mois. La grande incidence des lymphomes est d'abord attribuée au

"fond génétique" des souris avec 75 To de C57BU6 et 25 '/" de 129/Sv. En effet, les

souris normales C57BU6 ont relativement une grande incidence à développer des

lymphomes dont l 'âge moyen d'apparition se situe autour de 27 mois. L'absence de

p53, accélère vraisemblablement une prédisposition spécifique inhérente à un type

particutier de tumeur. Ces auteurs ont donc émis l 'hypothèse selon laquelle le "fond

génétique" des souris déficientes pour p53 joue un rôle important dans la détermination

de la spécificité des types tumoraux. Pour tester si le "fond génétique" joue en fait un

rôle crucial dans le développement tumoral des souris déficientes en p53, ils ont placé

l'allèle déficient p53(p53 null\ dans la lignée germinale des souris à 100 % 129/Sv. lls

ont postulé que le "fond génétique" de ces souris serait suffisamment différent de celui

des souris ayant à la fois le mélange C57BU6-129/Sv, ce qui leur permettrait d'observer

des différences spécifiques inhérentes à la tumorigenèse. lls ont observé que : (i) les

souris 129/Sv déficientes pour p53 développent des tumeurs plus tôt que les souris dont
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le "fond génétique" est mélangé (mélange C57BU6-129/Sv), (ii) le spectre des tumeurs

diffère au niveau des deux sortes de "fond génétique", mais d'une manière inattendue.

En effet, les souris 129/Sv et C57BU6-129/Sv ont développé à la fois un nombre élevé

de lymphomes, mais la moitié des souris mâles 129 /Sv déficientes pour p53 ont

développé des tumeurs testiculaires (tératocarcinomes primitifs). 10 "/" seulement des

souris mâles avec le mélange C57BU6-129/Sv ont développé cette forme de tumeur. En

conséquence, malgré I'hypothèse selon laquelle le "fond génétique" joue un rôle au

niveau du spectre des tumeurs observées chez les souris déficientes pour p53, on

remarque néanmoins que certains types tumoraux surviennent indépendamment du

fond génétique tets les lymphomes et les ostéosarcomes. ces tumeurs surviennent

tardivement par rapport aux lymphomes vraisemblablement parce que l'index mitotique

des fymphocytes est plus important que celui des ostéoblastes, les rendant, de facto,

plus sensibles aux mutations aléatoires.

Ce modèle de souris transgéniques est très intéressant car les souris nullizygotes

pour p53 se développent normalement et permettent :

- l 'établissement de banques de cellules tumorales,

- la réalisation de banques de soustraction d'ARNm afin de déterminer les oncogènes

spécifiquement exprimés dans les tumeurs,

- f'étude de I'action suppressive in vivo de la protéine p53 et sa relation avec I'apparition

sporadique des tumeurs prouvant l 'existence d'autres évènements génétiques et

épigénétiques,

- I'aide à la compréhension de la pathogenèse des tumeurs des personnes atteintes par

la maladie de Li Fraumeni,

- le criblage des agents initiateurs et promoteurs (agents alkylants, méthylants,

xénobiotiques, mycotoxines...).

3.4. Souris transgéniques pour neu

Le gène c-neu (également appelé c-erbB-2 ) activé et possédant une mutation

ponctuelle au niveau du domaine transmembranaire a été altéré dans une lignée de
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MMTV-neu (Muller et coll., 1988). Des souris mâles et femelles ont développé de façon

synchrone des adénocarcinomes envahissant toute la glande. Ceci peut être considéré

comme une cancérogenèse en une étape, puisque au bout de 90 jours, tous les

animaux ont développé des tumeurs mammaires. D'autres lignées ont développé de

façon plus stochastique des tumeurs (Bouchard et coll., 1989). Dans ce cas, la cinétique

des tumeurs est différente puisque 50 % des femelles et 50 o/o des mâles présentent des

tumeurs respectivement à 89 et 114 jours. Cette constatation suggère que le nombre

d'étapes nécessaires pour le développement d'un carcinome est dépendant de

I'oncogène ciblé.

ll faut néanmoins garder à I'esprit qu'il existe une période_ de latence avant

l'apparition de tumeurs et cette période peut être raccourcie en cas de coopération entre

oncogènes. Par exemple, les animaux surexprimant ras et myc dans la glande

mammaire développent des adénocarcinomes plus rapidement que ceux exprimant

seulement ras (Pattengale et coll., 1989).
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4. Transgenèse et mutagenèse in vivo

Récemment, les souris transgéniques ont été utilisées en mutagenèse in vivo.Ces

modèles de souris transgéniques contenant des bactériophages I navettes (?u shuftle

vector ) possédant un cible bactérien (lac Z ou lac I ).

Deux variétés de constructions transgéniques ont été réalisées portant le génome

du bactériophage l, (d'une taille de I'ordre de 50 kb). Actuellement, i l existe sur le

marché commercial deux l ignées consanguines de souris transgéniques pour le

bactériophage À : les souris BigBlusTM brevetées par Stratagene et MutarM brevetées

par Hazleton (Gossen et coll., 1989; Gossen et Vijg, 1993). Ces souris possèdent un

vecteur navette susceptible d'exister dans un organisme pro et eucaryotique - le

bactériophage À - intégré d'une manière stable dans leur génome. Ce vecteur navette

est construit avec un gène cible lacZ pour les souris MutaTM et le gène /acl pour les

souris BigBlusTM. Ces gènes cibles se comportent vis-à-vis des mutations comme

n'importe quel autre gène cellulaire. Ce vecteur navette possède la propriété d'être très

facilement récupéré à partir de I'ADN total puis encapsidé in vitro et transfecté dans une

bactérie hôte.

Brièvement, après broyage des tissus, I'ADN est extrait, quantifié et hydrolysé par

une terminase qui coupe les extrémités cos du bactériophage À permettant son

encapsidation in vitro. La transfection s'effectue sur des souches d'Escherichia coli

lacZ+ ou lacZ- selon le cas. Après transfection du gène lacZ (souris MutaTM), les souches

d'Escherichia coli lacZ- poussent en présence de X-gal et d'IPTG (substitut de la p-

galactosidase) et sont à l 'origine de plaques bleues pour les colonies non mutantes

(portant le gène lacQ et de plaques blanches pour les colonies mutantes portant le gène

lacZ inetficace (Myhr, 1991). Dans ce cas, après transfection du gène lacl ( souris

BigBlueTM), les souches lacZ+ apparaissent blanches si le gène /acl transfecté est

opérationnel (non muté). En ellet lacl code une protéine répresseur du gène lacZ

empêchant l'expression de ce gène et donc supprimant la sécrétion de p-galactosidase,

ce qui implique qu'en I'absence de mutation, les colonies sont bleues (Kohler et coll.,
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1991). Le gène reporter transfecté est 1100 pb pour lacl et de 3200 pb pour lacZ, le

premier étant plus aisé à séquencer afin de déterminer la mutation en cause.

Ces constructions géniques permettent de cibler la voie d'intoxication l'organe

d'étude; il devient aisé d'étudier un organe avec un index mitotique élevé (moelle

osseuse), un tissu reproducteur ou post-mitotique (cerveau). Par ailleurs, ces systèmes

permettent d'étudier le taux de mutations spontanées en fonction du sexe, de la lignée

de souris, des systèmes de réparation et du vieill issement. Le taux de mutations

spontanées varie de 5,7 à 40.10-6 : cette variabilité est fonction de l'organe étudié, de la

localisation du transgène sur les chromosomes de souris, de la lignée de souris, mais

ne semble pas dépendre du nombre de copies du transgène par équivalent-génome

(Moores et coll., 1992). La relation entre la prolifération cellulaire in vivo etJa

mutagenèse peut aussi être examinée en util isant les souris transgéniques (Mirsalis et

coll., 1993a; Mirsalis et coll., 1993b). Ces animaux commencent à être util isés dans

l'étude du pouvoir mutagène des xénobiotiques, le rôle de la biotransformation et des

données pharmaceutiques peuvent être corrélées avec le pouvoir mutagène. En

général, le taux de mutations est 50 fois supérieur au taux de mutations spontanées

dans le cas de substances alkylantes comme l'éthylnitrosourée, le chlorambucil ou le

benzo(a)pyrène (Young et coll., 1992). Cet exemple il lustre la possibilité d'util iser des

voies d 'admin is t ra t ion d i f férentes,  par  exemple vo ie  cutanée pour  le

diméthylbenzanthracène et voie intrapéritonéale pour l 'éthylnitrosourée (Hoorn et coll.,

1993; Kohler et col l . ,  1991;Thompson et col l . ,  1992). La voie d' intoxicat ion aérienne

(vapeurs) a été utilisée récemment pour le butadiène à raison de 625 ppm/jour/S jours.

Cette expérience a montré une fréquence de mutations deux fois supérieure dans les

poumons des animaux intoxiqués, ceci en l'absence de mutations significativement plus

élevées au niveau du foie et de la moelle osseuse (Recio et coll., 1992). Par ailleurs, ce

modèle a permis l'étude de I'activation du butadiène en butadiène époryde rn vitro à

I'aide de microsomes d'animaux transgéniques.
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Ce modèle de souris transgéniques est donc un modèle promotteur pour l'étude du

pouvoir mutagène direct ou indirect (après bioactivation) in vivo.ll permet notamment de

quantifier le niveau de mutation dans les différents tissus.

5. Autres applications de la transgenèse en toricologie

Les perpectives de recherches permises par ces modèles sont variées :

- la comparaison du spectre de mutations pour un même xénobiotique in vitro et in vivo ,

en déterminant la nature des mutations (délétion, transversion, transition, insertion),

- l 'étude de la mutagénicité de xénobiotiques rn vivo en tenant compte de l'état

physiologique de la souris (gestation, vieill issement, retentissement sur la génération

F1), du métabol isme et de la biodisponibi l i té du xénobiot ique ou dans des états

pathologiques particuliers (surrénalectomie, ovariectomie, abolition du cycle entéro-

hépatique), de même qu'après act ion d' inducteurs de peroxysomes (phtalates,

clofibrate),

- I'exploration des systèmes de réparation,

- f 'étude de l'impact des agents physiques in vivo devient réalisable (irradiation par les

UV ou RX), .

- la création de banque de tumeurs permettant d'autres études ultérieures, comme par

exemple, comprendre l'action d'un même oncogène dans des tissus différents à des

moments différents et étudier ainsi les différentes réponses cellulaires : mitose,

apoptose, quiescence ou dif férenciat ion (Wil l iams et Smith, 1993). En effet,  la

surexpression de I 'oncogène 7 du virus simien SV40 dans le foie de souris

transgéniques portant cet oncogène transforme les hépatocytes alors que sa

surexpression dans la rétine entraîne une apoptose des cellules rétiniennes (Khan et

Briand, 1993),

- le développement progressif  et systématique des tumeurs dans les l ignées

transgéniques rend la dissection des étapes prénéoplasiques facilement réalisable : par

exemple, dans un modèle d'hépatocarcinogenèse ciblée par le biais de I'expression de

la protéine T, il a été mis en évidence avant la phase d'adénomatose multinodulaire,
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I 'existence de phénomènes apoptotiques et de prolifération cellulaire augmentée

constituant une véritable étape pré-néoplasique.

- les études des etfets anti-néoplasiques ou chimiopréventifs peuvent permettre des

essais de nouveaux agents anti-cancéreux comme cela a été réalisé avec des lignées

de souris transgéniques pour wap-ras (White Acidic Protein-ras) : Nielsen et coll. (1992),

ou des molécules comme les dérivés du rétinol avec des souris transgéniques p53

knockout (Hursting et coll., 1995), voire des ARN antisens spécifiques (par exemple anti-

ras). Dans l'étude de Nielsen et coll. (1992), les souris transgéniques mâles wap-ras

développent des adénocarcinomes salivaires et/ou mammaires et I'oncoprotéine

humaine ras est hyperexprimée à la fois dans les tumeurs mammaires et de la glande

salivaire. Ces mêmes auteurs ont créé par sélection deux types de souris transgéniques

wap-ras/F. Le type 69-2 wap-ras/F (mâle) développe des tumeurs mammaires multiples

dès la puberté. L'apparition de la tumeur a été retardée par un traitement à la

cyclophosphamide avant la puberté. Les tumeurs mammaires observées chez les souris

traitées par la cyclophosphamide pèsent 0,57 plus ou moins 0,09 g/souris tandis que les

souris non traitées pèsent plus de 2,36 plus ou moins 0,25 g/souris. Ces résultats

prouvent que les souris 69-2F peuvent être ut i l isées pour évaluer des essais

thérapeutiques destinés à intervenir dans les processus précoces de la tumorigenèse

avant que la tumeur ne devienne palpable. Ces auteurs ont également noté que les

tumeurs salivaires et mammaires sont sensibles à la cyclophosphamide et au 5-

fluorouracile, mais non au méthotrexate. Ainsi, l 'util isation des souris transgéniques

wap-ras pourraient permettre la découverte de nouvelles thérapies contre les

néoplasies. Hursting et coll. (1995), ont étudié sur des souris transgéniques mâles p53

knockout, I'action de la dihydroépiandrostérone (DHEA), de la quercitine, du d-limonène

et d'un dérivé de l'acide rétinoique, pour évaluer dans un premier temps la cinétique

d'apparition de la tumorigenèse spontanée et ensuite déterminer si le développement

tumoral peut être influencé par des agents chimiopréventifs. La tumorigenèse (surtout

l'apparition de lymphomes) a été retardée chez les souris traitées par la DHEA et par

conséquent une mortalité relative comparée à celle des souris non traitées. Les trois
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autres produits (quercitine, d-limonène, all-lrans rétinol), pris séparément, n'ont eu

aucun effet sur le développement tumoral spontané chez ces souris. Ainsi donc, le

développement tumoral chez ces souris peut être retardé par le DHEA. Ces souris p53

knockout servent de modèles pour développer des stratégies pouvant aider à diminuer

les risques de tumorigenèse résultant de la perte de la fonction suppressive de tumeur

de p53.

6.  Ut i l isat ion des an imaux t ransgéniques pour  évaluer  le  potent ie l

cancérogène des toxiques

Les souris transgéniques permettent une évaluation de I ' interact ion des

cancérogènes avec des gènes altérés (oncogènes) connus pour être des évènements

génétiques importants dans le développement des cancers chez l'homme. Elles

permettent donc la mise en oeuvre de test de cancérogenèse in vivo. Ce test de

cancérogénèse in vivo, en écourtant le développement des tumeurs et en permettant

d'obtenir un polymorphisme tumoral étendu, constitue un paradigme utile tant pour

l 'étude des produits agissant comme ini t iateurs que pour ceux agissant comme

promoteurs de la transformation cellulaire. Par exemple, dans une étude récente, Witty

et coll. (1995), ont déterminé le rôle de la stromélysine-1, membre de la famille des

métal loprotéinases, dans la cancérogenèse mammaire. Des souris transgéniques

exprimant la stromélysine-1 de rat activée sous contrôle du promoteur/enhancer du

MMTV (MMTV-STR1), ont été traitées avec le 7,12-diméthylbenzanthracène (DMBA)

pour induire des tumeurs mammaires. De façon surprenante, l 'expression de la

stromélysine au moment du traitement a réduit le nombre de souris ayant developpé des

tumeurs mammaires, en particulier des adénocanthomes, de 65 à 32 o/o. Par contre,

quand fes souris transgéniques exprimant à la fois le Transforming Growth Factor a

(TGF a) et la stromélysine sous contrôle des séquences MMTV/LTR étaient traitées par

le DMBA, aucune différence significative n'a été observée entre le nombre de souris

ayant développé des tumeurs comparéé à celui des souris exprimant le TGF a et les

souris témoins ou non traitées. Une augmentation quatre fois plus importante du nombre
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des cellules apoptotiques a été détectée chez les souris transgéniques comparée aux

souris témoins de même espèce mais non transgéniques lors de l'administration du

DMBA. Cette observation suggère que la réduction de la tumorigénicité induite par le

DMBA est problablement due, au moins d'une part, à une augmentation du taux de

turnover des cellules chez les souris transgéniques exprimant la stromélysine-1. Quand

fes adénocarcinomes se développent chez ces souris transgéniques exprimant la

stromélysine-1, aucune altération n'a été détectée au niveau de l'invasion ou au niveau

du potentiel métastatique de ces tumeurs. Ces résultats prouvent que I'expression de la

st romélys ine-1,  est  insuf f isante dans l 'acquis i t ion du développement  des

adénocarcinomes mammaires (acquisi t ion de forme invasive et du phénotype

métastatique), mais que la dégradation par les métalloprotéinases peut favoriser la

prolifération cellulaire et I'apoptose.

7. Mesure de l'expression de v-Ha-ras et séquençage de gènes par une

méthode non radioactive

Des souris transgéniques portant le gène v-Ha-ras ont été utilisées pour mettre en

évidence le potentiel cancérogène de différents toxiques dont la N-méthyl N-nitrosourée

(Edorh, 1991a) et le 2-butoxyéthanol (Keith et coll., 1996 à paraître). Dans un premier

temps il a été vérifié par des méthodes de marquage de sondes et de révélation non-

radioactifs (colorimétrie et chimioluminescence) que ces souris portent le transgène ras

et l'expriment dans les organes hématopoiétiques (rate et thymus) ainsi que dans le rein

et le foie. Nous avons pu déterminer que le transgène est présent à raison de deux ou

trois copies par équivalent-génome.

Tous les animaux présentent le transgène v-Ha-ras dans leur génome dans un

rapport transgène/équivalent génome de 2 à 3. L'expression de ce transgène est

variable dans les différents organes et tumeurs obtenues. Une banque de tumeurs et

d'ADN tumoral a été d'autre part été élaborée. Ges résultats sont présentés dans les

pages suivantes.
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INTRODUCTION

Transgenic mouse models provide many valuable
insights into: i) the molecular mechanisms of
tumorigenesis (V/ebster and Mullet,1994); ii) the
evaluation of "classical" anticancer or antisens
therapeutics (Izawa et aI., 1992; Nielsen et al.,
1992); iii) the testing of chemopreventive agents
such as vitamin A; iv) the realization of a library of
cultured cancer cells and their normal counteqpart
cells and v) the elucidation of the mechanisms
involved in cell transformation caused by toxic
exposures (Ando et a1.,1992; Breuer et al.,I99li
Harvey et aI.,1993; Keith et a1.,1995; Storer et al.,

0145-5680/95
1995 Cell. mol. Biol.*

I 995 ). In this study we have used a particular animal
paradigm, namely the v-Ha-ras transgenic mouse.
This transgenic strain carries the viral Harvey ras
(v-Ha-ras) oncogeneunderthe conuol of the mouse
marnmary tumorvirus (MMTV) promoter (Sinn et
aI.,1987).

The v-Ha-ras oncogene differs from the rodent c-
Ha-ras proto-oncogene by only two amino acids
and is activated as follows: the p2l*Ho''o" transducin
encoded by the v-Ha-ras gene stimulates a
continuous cell growth and thus increases tumor
formation. This transgenic mouse model is a
powerful tool for the investigation of predictable

907

USE OF NON-RADIOACTIVE METHODS FOR THE
DETERMINATION OF THE EXPRESSION, THE SEQUENCE

AND THE COPY.NUMBER OF TRANSGENE IN MICE

Bertrand RIHN, Marie-Claire BOTTIN, Catherine COULAIS, Danielle ZISSU
and Aleodjrodo EDORH

Institut National de Recherche et de Sécurité, Avenue de Bourgogn e, BP 27 , 54501 Vandoeuvre, France

Accepted JuIy 6, 1995

Abstract - Marshall's observation that "toxicology goes molecular", is turning out,o b" more true than ever;
namely as it is observed that toxicological endpoints are the point of interaction between proteins and genes

following the administration of toxicants. Transgenic mice represent a valuable tool for studying the adverse
effects ofchemicals in genetically engineered animals such asp53 deficient mice, or mice carrying the v-Ha-ras
oncogene. The latter wire used in our laboratory for such toxicological assessments of chemicals. In order to
verify thatthe transgenewas expressed in normal, as well as in tumorcells, thetransgene wasdetected in different
tissués fixed with Jarious solutions using rn situ hybridization. It was also specifically retrotranscribed from
paraffrn-embedded tissues and consequently sequenced using a Taq polymerase reaction- We found that the
transgene was expressed in various organs. It carries a specihc mutation of codon l2 leading to the activation
of itJencoded pioduct (transducin: pTYno-'^r. Moreover using a laser scanning densitometer, it has been
demonstrated that 2 to 3 copies of the transgene were present per genome-equivalent in some tissues. All
experiments were realized using non-radioactive labelling and detection (chemiluminescent or colorigenic)
méthods. Indeed, the screening of such animals was realized in a easier and a safer manner using the methods
described in this paper than the usual methods based on the use ofradiolabelled precursors.

Key words: Transgene, v-Ha-ras, non-radioactive, molecular biology
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carcinogenesis (Keith et aL.,1995). Both males and
females spontaneously develop breast carcinomas,
parotid adenocarcinomas as well as Harderian
hyperplasias. However, the occulTence of these
tumors is significantly increased when the mice are
intoxicated by initiator or promoter agents.

Consequently the v-Ha-ras transgenic mice are
considered as initiated mice, i.e. mice presenting a
stable and heritable activation of the Ha-ras gene.
Since cellular transformation is a multistep process'
including loss of genetic material, or/and
chromosome alteration, gene demethylation,
impaired gene repair, oncogene activation and tumor
suppressor gene inactivation (Vogelstein, 1989),
both non-genotoxic agents and genotoxic agents are
screenable with transgenic mouse models
(Goldworthy et a|.,I994;Marshall, 1993) such the
v-Ha-ras paradigm used in this study.

However before using such mice, it is necessary to
screen them for the presence, the expression and the
stability of the transgene. These initial studies are
reported in the current work.

MATERIAL AND METHODS

Mice
Thirty transgenic mice were purchased from Charles River
Laboratories (Wilmington, MA, USA) with the authorization
of DuPont Company (Boston, MA, USA). This FVB/I'I mice
strain carries the viral Harvey ras (v'Ha-ras) oncogene
controlled by the mouse mammary tumor virus (MMTV)
promoter. The MMTVIv-Ha-ras fusion gene contains the
MMTV LTR region required for glucocorticoid control,
promoter action and capping, and controls the expression of
the fused v-Ha-ras oncogene with activating mutations in its
codons 12and 59 (Sinn et al.,1987).

Seven weeks old transgenic mice were randomly selected and
numbered by tattoo. Males were housed llcage and females
Stcage in polycarbonate cages covered with spun-bonded
polyester cage filters. Room temperature was 2l t l"C, the
pressure was 5 cm HrO above the atmospheric pressure.
Relative humidity rangèd from4O-60Vo and fluorescent light
was 12 hrs./day. Animals were fed with pellet rations and
water ad libitum.

Mice were monitored weekly for weight, appearance of
palpable mammary tumors and dyspnea. Criteria for

experiment termination were: appearance of tumors, dyspnea,
blue teguments and weight loss greater than lOTo per week.

Tumor or organ specimens were fixed in Bouin's, Clarke's
and in 4Vo formalin solutions, embedded in paraffi n, sectioned
and stained with hematoxylin/eosin for histological
examination.

DNA Extraction and Amplification
The technique described here was used for the determination
of the number of transgene copies per genome equivalent, as
well as forthesequencingof thev-Ha-rascDNA. Briefly, two
tissue sections (5 pm wide) were deposited in 1.5-ml tubes
and recovered with I ml of octane. The tubes were centrifuged
at 12000 g for 5 min. and only the pellet was retained. This
step was repeated and the pellet was washed once with 1007o
ethanol. After ethanol evaporation, 100 pl of digestion buffer
(50 mM TrisoHCl, I mM EDTA, l7o SDS, 20 pglml of
proteinase K (8C3.4.21.14), pH 8.5) were added to the pellet.
Samples were incubated for 3 hrs. at 55oC and proteinase K
was inactivated by further heating at 95oC for l0 min. PCR
was carry out with I pl of supernatant aliquot.

For gene copy number determination, DNA from transgenic
lung was used and the primers were : i) v-Ha-ras sense primer
(number 4206) 5'-TACAAGCIIGTGGTGGTGGCCGCTA
and ant isense pr imer (number 4212) 5'-
GGCACTATACTCTTCTTGACCTGT; ii) c-Ha-ras sense
primer 5'-CTTGGCTAAGTGTGCTTCTCATT and antisense
primer 5'-CACCTCTGGCAGGTAGGCAGAGC. Controls
were achieved in the absence of both antisens primers.

The polymerase chain reaction was performed in a
Minicycleril apparatus (MJ Research, Watertown, MA, USA)
with PCR* buffer: I 0 mM TrisoHCl, I .5 mM MgClr, 50 mM
KCl, 0.1 mgiml gelatin, 0.2 mM of each dNTP, in presence of
I pl of extracted DNA, 25 pM of primer and I unit of Taq
DNA polymerase (EC 2.7 .7.7., Boehringer, Meylan, France),
pH 8.3.

The PCR* cycles were performed as follows. First cycle: i)
denaturation at94"C for 180 sec.; ii) primer annealing at 55o
forl20 sec.; iii) primer extension at 72oC for 60 sec. Twenty
nine subsequent cycles followed: i) denaturation at 89oC for
90 sec.; ii) primer annealing at 55oC for 120 sec.; iii) primer
extension at72"C for 60 sec. and a 3l th cycle, with a l0 min.-
period of primer extension.

cDNA Cloning and Sequencing
Before sequencing, the amplifred DNA fragments were cloned
in the pBluescript II SK(+) vector using the pCR-Script
SK(+) cloning kit according to the manufacturer instructions
(Stratagene, La Jotla, CA, USA). Briefly, a 200 ng of a PCR
insert was added to l0 pl of aligation reaction conuining lx
universal buffer, 0.5 mM ATP and 50 ng of S/r l-digested
pCR-Script SK(+) DNA. Then the enzymes T4 DNA ligase
(4U, EC 6.5.1.1.) and S/r I were added. The reaction was
allowed to proceed at room temperature for I hr. before being
heat-treated at 65"C for l0 min. A 2-pl aliquot of the reaction
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was next used to transform 40 pl of XLI-Blue MRF' Kan
supercompetent E coli cells' White (putative positives)

transformants were used for "miniprep" plasmid purification

according to Lech and Brent (1989). In order to select for the

clones carrying the 187 bp insert, the "miniprep" plasmids
were hydrolyzed using Ksp I and Dra II restriction enzymes.
The plasmids with a digestion fragment of 305 bp (187 pb of

specific insert + ll8 pb of the multiple cloning site) were

amplified with the specific primers of v-Ha-ras, and a

representative positive plasmid (showing an amplified product

of 187 bp) was used for further sequencing.

Non-radioactive sequencing of recombinant plasmids was

carried out following the protocol of the Dig-Iaq DNA

sequencing kit (Boehringer Mannheim, Meylan, France)' In

shôrt, after alkaline denaturation of I pg of plasmid, 2 pmol

of the Ml3/pUC sequencing primer 5'-labelled with

digoxigenin (5'-GTAAAACGACGGCCAGT) was used for

thè annealing reaction at 55oC for l0 min. After addition of

3lJ ofTaqpolymerase, the extension termination was realized

at 70oC. Fôllowing standard electrophoresis, the sequencing
gel was- bletted onto a Nylon* membrane (Boehringer

Mannheim, Meylan, France) by capillarity and the sequencing
products were UV-fixed onto the membrane. The membrane
was then incubated in presence ofalkaline phosphatase/anti-
digoxigenin antibodies conjugate using as a chemiluminescent
substrate, AMPPD* ( I 0 pglml, Tropix, Bedford, MA, USA)'
before being exposed to XARrI' films (Kodak, Rochester,
NY, USA) for2 hrs. Following the chemiluminescent reaction,
a colorigenic revelation was achieved using 4-nitroblue
tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
(NBT/BCIP) as described by Rihn et al. (1995a).

In situ Hybridization
Buffered formalin tissues were deparaffined with xylene,
washed in lNVo ethanol and air dried. The labelled probe (v-

Ha-ras sense or antisense primers; see section "Labelling and
Validation of Probes") was added (200 ng/slide) to 50 pl

deionized formamide, 3Oltlof 25Vo (w/v) dextran sulfate and
l0 pl 20 x SSC for hybridization in a humid chamber at 37oC
for 2 hrs. The slides were then washed twice in 2 x SSC at
room temperature for l0 min. and twice in 0.2 x SSC for the
same time. The detection was based on the use of
antidigoxigenin antibody-alkaline phosphatase conjugate ( l/
1000) in 0.1 M TrisoHCl, 0,1 M NaCl and 0.05 M MgCl, (pH

9.5) to which NBTÆCIP had been added.

nRNA Expression in Organs obtainedwithvaious Fixatives
Mammary tumors and kidneys were fixed in three different
fixatives solutions: i) Bouin's; ii) Clarke's solution (alcohol/

acetic acid; 2ll vtv) and iii) 4Vobuffeted paraformaldehyde.
Five tissue sections (7 pm) were stined with I ml of iso-
octane according to the method described by Stanta and
Schneider (1991). After three extractions, the pellet was
washed twice with 0.5 ml ethanol and finally dried under
vacuum. The pellet was suspended in 200 pl of I M guanidium

thiocyanate, 25 mM 2-p-mercaptoethanol, 0.57o lauroyl
sarcosine, proteinase K 1.2 mg, 50 mM Tris.HCl (pH 7.5)
and incubated at 45oC for 6 hrs.

Non-radioactive labels in transgene detection

Briefl y, following aphenoUchloroform extraction, the nucleic
acids were precipitated in isopropanol using 4 pg of glycogen,
suspended in 40pl final volumecontaining 50mMTris.HCl,
50 mM KCl, 8 mM MgCl,, I mM dNTP, I 0 mM dithiothreitol,
l0 mM random hexamèrs, RNasinn inhibitor (Sigma, St.
Louis, MI, USA) 40 U and DNas e l-RN as e fuee (EC 3. 1.2 I . 1.),
pH 8.3. DNA was hydrolyzed for I hr. at 37oC. Following
D N as e I inactivation ( I 0 min. at 95oC), 20 pl of the hydrolysate
were used for cDNA transcription with 50 U of M-MuLV
reverse transcriptase (EC 2 .7 .7 .49.) at37 oC for I hr. while the
remaining 20 pl were used for negative control. The
amplification was carried out in 200 pl final volume with the
sense and antisense primers (10 pmol each) of v-Ha-ras
defined above using the same buffer as for retrotranscription,
5 U of Taq polymerase and 8 mM KCl. The cycler program
was 35 times: 40 sec. at 60"C, 30 sec. at72oC,4o sec. at 92oC.
The samples were electrophoresed in TBE-agarose gels,
transfened to a nylon membrane and, following a hybridization
with 20 ng of PCR-labelled probe (see below), the specific
DNA was revealed using achemiluminescentDlGn revelation
previously described (Rihn et al.,1995b}

Labelling and Validation of Probes
The oligonucleotideprobes (200pmol) used for in sirz studies
were end-labelled with a mixture of dATP (0.5 mM) and
digoxigenin-duTP (0.05 mM) with 2.5 U of terminal
transferase (EC 2.1.7.3L ) in the reaction buffer (200 mM
potassium cacodylate,25 mM TrisoHCl, 0.25 mg/ml BSA, 5
mM CoCl' pH 6.5). The reaction was incubated at 37oC and
the labelleï probe was precipitated with 0.1 vol. of 4 M LiCl
and 3.0 vol. of prechilled ethanol in the presence of 20 pg of
glycogen and l0 mM of EDTA. Following precipitation, the
obtained pellet was dried and suspended in TE buffer'

The amplified v-Ha-ras probes were randomly labelled using
the same PCR procedure as above, but replacing 2.0 mM
dTTP by I .3 mM dTTP + 0.7 mM digoxigenin-dUTP in order
to obtain digoxigenin-labelled probes (Lanzillo, 1990). The
labelled probes were precipitated overnight at -20'C with 2.0
pl of 0.5 M EDTA, 6.2 1tl of 4 M LiCl and I 50 pl of absolute
ethanol. The pellets were washed twice with a 20Vo (vlv)
aqueous ethanol solution and dried under vacuum using an
Alpha l4- freeze dryer and an Alpha RVC rotational-vacuum-
concentrator (Christ, Osterode/Harz, Germany).

Following quantification by W absorbance (l unit Ar*, =
37 pg single-strand DNA and I unit Ar*,, = 50 pg of double-
strand DNA), the labelled probes were Céiially diluted in 100
pl of l0 mM TrisoHCl, EDTA I mM (pH 8.0) denatured by
adding 100 pl of 0.4 N NaOH, 25 mM EDTA for 5 min.,
deposited onto Nytran Nl2m membranes using a Minifold
apparatus (Schleisher and Schuell, Darmstatt, Germany).
After further neutralization using 3 M NaCl,0.5 M TrisoHCl
(pH 7.8), the membrane was equilibrated in 6 x SSC solution
and the probes were crosslinked onto the membrane by UV
(UV Stratalinkerr" 1800, 1.20 mJ/cm2 of membrane)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Membrane blocking and colorigenic probe detection were
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carried out using the procedure described above.

Evaluation of the Transgene Copy-Number
Twoprimers whichmatch specifically attheir3'-OH end with
the v-Ha-ra.r gene were used in combination with one primer
set which specifically amplifies the c-Ha-rcs gene (one
primer matchi n g perfectly in 3'-OH, and one primer matchi n g
an intronic sequence lacking in the v-Ha-ras gene). Both sets
of primers were used in the same PCR* reaction and yielded
an amplification (as described in the "mRNA Expression in
mammary Tumors" section) of 187 bp and 207 bp DNA
fragments for the v-Ha-ras and c-Ha-ra.t genes, respectively.
Following this step, the PCR products were serially diluted
(l 12 to | | 32),el ec trophoresed, tran sferred on to a n i trocel I u I ose
membrane (Stratagene), and hybridized using the v-Ha-ras
probe labelled with Dig-d-UTP*. Colorigenic revelation was
performed as described by Rihn et al. (1995a). Immersion of
the membranes in a toluene bath renders them transparent,
and they were then fixed with Scott's concentrate (SurgipathTu,
Labonord, Villeneuve d'Ascq, France) on a glass slide in
order to allow the quantification of the colored bands using a
scanner spectrophotometer (Dual Wavelength Flying Spot
Scanner CS-9000'", Shimadzu, Kyoto, Japan), that employs
a software program FDU-3'" (Shimadzu). The scanner
densitometer operated in absorbance/transmission mode, at a
wavelength of 550 nm (reference wavelength of 420 nm) and
a beam size of 2.0 x 0.4 mm2. The recorded parameters were:
ordinate from - 0.1 to 2.0 absorbance units, abscissa in mm
corresponding to the optical course of the beam for all peaks.

RESULTS AND DISCUSSION

Following a period of 2 to 6 months, transgenic v-
Ha-ras mice (Oncomice Neo 0l) spontaneously
develop mammary adenocarcinomas, as well as
Harderian adenomas and lymphomas. The transgene
expression was initialy determined by in situ
hybridization using a tailed antisense probe. The
label effTciency of the 20 mer-tailed probe was
measured as indicated in the "Labell ing and
Val idat ion o f  Probes"  sect ion:  a  d i lu t ion
corresponding to 5 fmol of the labelled probe gave
a marked signal using colorigenic detection (Fig.
1A) .

As shown in fig. 2A an unambiguous signal was
detected by in sitrz hybridization in the mammary
adenocarcinoma HP4884 at a magnitude of 400.
mRNA of v-Ha-ras were not detected using a sense
oligonucleotide probe (Fig. 2B).Using the NBT/
BCIP revelation protocol (Fig. 2A), as well as the

Fast Red* (Fig. 2C), the coloration seemed located
in the nuclear compartment of the cell. In order to
verify this observation, the slides were examined at
a magnification of 1000 times (Fig. 2D). This fig.
shows intense nuclear and nucleolar coloration with
NBT/BCIP indicating the presence of v-Ha-ras pre-
mRNA. This is not surprising since Ha-ras mRNAs
have a very short life in the cytoplasm and are
rapidly degraded (Barbacid, 1987; Lowy and
V/illumsen, 1993), their nuclear and nucleolar
localizations indicate that pre-mRNA are processed
in the nuclear matrix and are localized in
spliceosomes (Lawrence et al., 1989), and the
transgene construct favors extremly elevated
synthesis of v-Ha-ras mRNA in the organs under
steroid hormone control such as the mammary gland
(Sinn et aI., 1987).

Indeed, the mutated v-Ha-ras gene is actively
expressed due to the presence of the glucocorticoid
response element (GRE, an enhancer sequence) and
the TATAA box of the MMTV in the 5' regulatory
region of the transgene. Nevertheless, it is not
possible to assign the signal obtained in the mammary
gland to the proto-oncogene (c-Ha-ras) or the
transgene (v-Ha-ras) mRNA on the basis of in situ
hybridization u sing a common probe for the detection
of v-Ha-rcs as well as c-Ha-ras mRNAs.

Fig. 1 Probe validation A) Slot-dot of serial
dilutions of the tailed oligonucleotide 4212 (from 5
pmol to 5 fmol); B) Slot-dot of serial dilutions of the
PCR-labelled v-Ha-ras fragment ( 187 bp, from 500
fmol to 50 amol). The labeling reaction was achieved
as indicated in the section "Labelling and Validation
of Probes".

B. Rihn et al.
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Therefore the mRNA of v-Ha-ras were detected
using a specific retrotranscription followed by
polymerase chain ampl i f icat ion (RT-PCR)
technique. As described in the "DNA Extraction
and Amplification" section, two primers designed
to match at their 3'-OH end with the specific mutations
of the v-Ha-ras gene at codon 12 and 59 were used in
order to amplify only the v-Ha-ras mRNA. Fig. 3
shows the expression of v-Ha-ra.s mRNA (cDNA) in
various organs of transgenic mice such as the kidney,
mammary tumor and the thymus (result not shown).
The cDNAs of the blot were revealed with an
homologous probe labelled according to the PCR
protocol described in the "Labelling and Validation
of Probes". The label was efficient as 50 amol of the
187 bp fragment gave a clear signal on rhe dot-blot
of the probe validation (Fig. lB).

A representative sample of v-Ha-ras cDNA was
used for cloning in pBluescript II SK(+) vecror as
described in the "DNA Cloning and Sequencing"
section. The sequence obtained using the labelled
Dig'" sense primer is shown in fig. 4A. As expected,
the sequence was typical of av-Ha-ras cDNA with
the specific transition of G to A in codon lz
(mutation: gly->arg). As has been described
elsewhere (Rihn et al., 1995a), the same blot can be
submit ted to a second revelat ion using a
chemiluminescent substrate for the phosphatase
conjugate (namely AMPPp*) following the NBT/
BCIP coloration shown in fig. 4A. Both revelations
of a given part of the same vector sequence are
illustrated in fig. 48. It can here be seen that a
similar band intensity is revealed for the dideoxy-
terminated fragments.  Contrary to many

Fig. 3 Southern blot of amplified v-Ha-ras cDNA fotlowing RT-PCR; exemple of the tissues of animal HP 4745.
lane A: kidney cDNA (HP 4745, Bouin's fixative); lane B: mammary tumor cDNA (HP 4745,Bouin's fixative); lane
C: kidney cDNA (HP 4745, Clarke's fixative); lane D: mammary tumor cDNA (HP 4745, Clarke's fixative); lane E:
kidney cDNA (HP 4745, buffered formalin fixative), lane F: mammary tumor cDNA (HP 4745, buffered formalin
fixative); (+) and (-) with and without reverse transcriptase. Lanes A to F, chemiluminescent detection. The procedure
is described in the "mRNA Expression in Organs obtained from various Fixatives" section.

It is noteworthy thatregardless ofthe fixative solution
used (Bouin's, Clarke's and buffered formalin
solutions), a clear signal appeared following mRNA
extraction. As for in siru hybridization, the mRNA
were also still detectable using a 4-hrs. fixation in
either of the three buffers tested in this work, even
i f it is thought that B ouin' s solution causes crosslinking
between proteins and DNA, and prevents DNA
amplification (Nuovo, 1992). In contrast, buffered
formalin does not alterthe DNA molecule. However,
in our study, only short fragments of well expressed
mRNAs were retrotranscribed, allowing an eff,rcient
mRNA recovery whatever the fixative used.

observations (see Discussion in Rihn et al.,l995a),
the chemiluminescence (Fig. 48) based method did
not improve the colorigenic signal recorded on the
blot (Fig. 4A). Chemiluminescence did nor improve
the sensitivity of the detection, but did yield a faster
revelation; two hrs. instead of an overnight-period
essential for obtaining a clear colorigenic signal or
an radioautographic revelation when a radiolabelled
nucleotide is used.

For the determination of copy-number of the trangene
per genome-equivalent, a specific set of primers
was designed for both v-Ha-ra.s transgene and c-
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Ha-ras proto-oncogene as described in the section
"DNA Extraction and Amplification". The v-Ha-
ras Eene was specifically amplif,red due to the
mismatch of both primers at their 3'-OH end with
the cellu lar Ha- ras proto-onc ogene and pseudogene
and conversely, the primers specific for the c-Ha-
ras genedid not amplify either the v-Ha-rcs gene or
theHa-ra.s pseudogene due to their intronic location.
Under these conditions, the c-Ha-ras genes and v-
Ha-ras transgene gave two products of 207 and 187
bp, respectively, following amplification and
hybridization (Fig. 5A). After immersion of the
colored blot in a toluene bath and fixation on a glass
slide, these bands were scanned using a laser
spectrophotometer, and the value of the absorbance
at 550 nm was recorded as a function of the shift of
the laser beam. The peaks thus obtained are shown
in fig. 58. V/hatever the dilution, the absorbance
value of the v-Ha-ras peak, was two to three fold
greater than the value of the c-Ha-ras peak,
indicating that this representative transgenic mouse
harbored 2 to 3 copies of transgene per genome-
equivalent (Table I ). Our experiment shows that

Non-radioactive labels in transgene detection 9 1 3

color imetry (namely,  relat ive color igenic
quantitation) is relevant for non-radioactive labelling
and detection, and provides a numeric-based
evaluation of the color density and an analysis
without the need for radioactivity. Indeed, in the
past, blotted DNA quantitation was only performed
with chemiluminescent or radiolabelling detection
using luminometers or p-y scintillation counters,
respectively (Roh an e t al., 1 990). Generally, relati ve
quantitative PCR (Q-PCR) was achieved by
amplifying together target DNA with an internal
control and by comparing the ratio of target DNA
versus control  DNA (ei ther endogenous or
exogenous). This last technique has been used
with a temperature gradient gel electrophoresis
(TGGE) to improve the relative quantitation of the
target DNA (Ferré et al. , 1994; Riesner et al ., 1992) .
The copy-number determination of the transgene is
essential for the analysis of copy-number stability
in transgenic animals and is therefore a significant
part of the validation process which allows one to
use transgenic animals for the assessment of chemical
toxicity (Dycaico et a\.,1994).

Table I Area values of the scanned peaks of fig. 58

Di lut ion

u32ln6r/8u4v2

Arbitrary v-Ha-ras
Units c-Ha-ras

184,000
55,800

134,000
24,300*

36,000
17,500

10,500
4,400

74,000
44,600

The values corresponded to the relative units under each area. *This value is probably under estimated.

Fig. 2 In situ hybridization of Ha-ras nRNA; exemple of the HP 4884 mamrnary lumor. A) Mammary gland section
of an adenocarcinoma (HP 4884); hybridization with the tailed antisense oligonucleotide 4212: coloration with NBT/
BCIP. a: acinus; B) Same tumor (HP 4884); hybridization with the tailed sense oligonucleotide 4206:coloration with
NBT/BCIP; a: acinus; C) Same tumor (HP 4884); hybridization with the tailed antisense oligonucleotide 4212;
coloration with Fast Red*; D) Same tumor (HP 4884); hybridization with the tailed antisense oligonucleotide 4212:
coloration with NBT/BCIP. Magn. A-C) x 400; D) x 1000

Fig. 4 Non-radioactive sequences. A) Example of a cloned v-Ha-ras cDNA fragment showing the specific G->A
transition, colorigenic detection; B) Colorigenic detection of a part of pBluescript II SK(+) using NBT/BCIP (left) and
chemiluminescent detection of the same part using AMPPD (right) as described in the "cDNA Cloning and
Sequencing" section.
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Fig. 5 Evaluatiott of the transgene copy-number
on a colored blot using a scanner densitometer. A)
Hybridized blot of the v-Ha-ras DNA dilutions
(upper)  and c-Ha-ras DNA di lut ions ( lower),
coloration of the nitrocellulose membrane with NBT/
BCIP followed by immersion in a toluene bath and
fixation onto a glass slide; B) Plot of the absorbance
versus optical course for each peak; c: c-Ha-ras
fragment; v: v-Ha-ras fragment.

B. Rihn et al.

It is now possible to use molecularbiology techniques
with non-radioactive DNA labelling and detection,
and our work on transgenic mice demonstrates their
feasability and relevance for toxicological studies.
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8. Effets des éthers de glycol sur des souris transgéniques

Puis nous avons étudié I'action d'un éther de glycol, le 2-butoxyéthanol, sur (/ la

formation de tumeurs mammaires de souris, (ii) la formation d'adduits hydrophiles et

hydrophobes, (iii) la méthylation du gène ras et de l'ensemble du génome. Depuis deux

décennies, des études ont été entreprises pour mesurer les effets toxiques de ces

produits, surtout ceux dérivés de l'éthylène-glycol. Plusieurs effets ont été mis en

évidence dont les effets sur la reproduction (testiculaires) et effets hématologiques. lls

pénètrent dans I'organisme par tes voies respiratoires et par les voies cutanées. La voie

cutanée est dans certains cas la voie de pénétration prépondérante. Dans I'organisme,

concernant les dérivés de la série éthylénique, la voie de métabolisation aboutit, par

oxydation du groupement hydroxy en groupement acide, à la formation d'un acide

alkoryacétique spécifique.

Nous avons montré que le 2-butoxyéthanol administré par mini-pompe osmotique

pendant 15 jours (dose totale 10 mmol/kg), était  dénué d'effets génotoxique et

épigénétique tels qu'ils sont mesurés par (i) la méthylation de I'ADN total, (i i) la

méthylation du transgène v-Ha-ras el (iii) l'absence de formation d'adduits hydrophobes

et hydrophiles sur I'ADN. De plus, le 2-butoxyéthanol n'a pas induit la formation de

tumeurs chez les animaux transgéniques portant v-Ha-ras. Ces résultats sont présentés

dans les pages suivantes. D'autres effets épigénétiques n'ont pas été testés sur ce

modèle animal.
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ETHYLENE GLYCOL MONOBUTYL ETHER HAS
NEITHER EPIGENETIC NOR GENOTOXIC EFFECTS

IN ACUTE TREATED RATS AND IN SUBCHRONIC
TREATED v-IIA-ra.r TRANSGENIC MICE

G. KEITH,* C. COULAIS,T A. EDORH,* M.C. BOTTIN,T B.RIHNT
*lnstitut de Biologie Moléculaire et Cellulaire du CNRS, UpR 9002, 15 rue

Descartes 67084 Strasbourg Cedex, France and flnstitut National de Recherche
et de Sécurité, avenue de Bourgogne, BP 27, 54501 vandoeuvre Cedex, France

The epigenetic and genotoxic actions of ethylene glycol monobutyl ether (2-butoxyethanol) have
been studied in rats and transgenic mice. One acutè dose (120 mg/kg) was'adminisiered per os in
rats and the animals werc killed 24 hr later. In the case of transgènié mice (carrying the i-Ha-ras
oncogene controlled by the Mouse Mammary Tumor Virus promoter) 1500 mgÂg were adminis-
tered over 2 weeks using_s_ubcutaneously implanted osmotiC minipumps. The lattËr animals were
terminated 5, 10, 15, 60, 90 and 120 days after the first day of adminiitration. The effect of 2-bu-
toxyethanol was examined at the DNA level of 5 organs: livêr, brain, kidney, spleen and testis usingrzP postlabelling methods. Thepossible formation ôf hydrophobic adducts anà the S-methyldeoxyl
cytosine content in the DNA of treated rats and transgenic mice were thus investigated. Nioreover,
the methylation of the ras genes, as well as tumor fôrmation in mice were assessed. Neither hv-
drophobic no_r hydrophilic adducts were detected in the DNA of treated rodenrs compared to 

"on-trols. No differences were detected between the level of S-methyldeoxycyrosine in'the DNA of
chemically treated rats and that of the control group. In addition, thi study oi the methylation of the
rar genes did not reveal any significant differences between the control group and treâted animals.
At necropsy, there was no statistical difference in the tumor forntation 6et*een control mice and
transgenic mice exposed to 2-butoxyethanol after 120 days. In conclusion,2-butoxyethanol dis-
played neitherepigenetic, norgenotoxic effects in acute treâted rats and in subchronicireated trans-
genic mice carrying v-Ha-ra.s oncogene.

KEY WORDS: Ethylene glycol monobutyl ether, transgenic mice, rars, methylation, DNA adducts,
tumor, epigenetic effect, genotoxicity

I.INTRODUCTION

Ethylene glycol ethers (EGEs) are chemicals which are used in a variety of industrial
processes (Grant, I 985; Browning, 1994) because of their high miscibility in warer and
in a large number of organic solvents. However, these compounds cause some concern

-_ F_o1-c_orrespondence: B. Rihn, Institut Nationat de Rechcrche et de Sécurité, avenue de Bourgogne, Bp
27,54501 vandoeuvre, cedcx, France. E-mail: rihn @ inrs.fr pMFax: +33 g3502062
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in occupational health because it has been reported that they induce hematopoietic dis-
orders, and display developmental and reproductive toxicity, especially in male germ
cells, both in human and in laboratory animals (Hardin, 1983; Cheever 1989; Spano,
l99l; Smialowicz 1992). Although some EGEs are known to be hematopoietic or tes-
ticular toxicants at doses ranging from 100 to 900 mg/kg body weight in rodents, no
mutagenic action has been reported so far. The only toxicological data available cor-
respond to morphological or enzymic changes induced either in whole rodents or in
vitro assays (Ghanayem, 1989).

The aim of this work was to study the action of ethylene glycol monobutyl ether (2-

butoxyethanol), one of the most widely used compounds of the ethylene glycol ether
class (Cicolella, 1992), on the molecular level i.e. on DNA. Indeed, to the best of our
knowledge, epigenetic effects of ethylene glycol ethers have never been reported, al-
though this could explain the reproductive disorders or the bone marro\f,, action of some
representatives of this class of chemicals.

They could act on DNA methylation especially at the m5dCpdG doublets, which are
heritable and have various genomic patterns during development and differentiation
(Holliday, 1993), and on tumor cells (Gloudemans, 1992; Vachtenheim, 1994). The
methylation status of dCpdG is shown in the current work by the useof Hpa II, a methy-
lation sensitive restriction enzyme, and Msp I which digests DNA at the same sequence
(CCGG) regardless of whether deoxycytosine is methylated or not.

In addition, the toxicity of 2-butoxyethanol in the target organ (testis, spleen, liver,
but also in kidney, bone-marrow and brain) was investigated by studying the overall
level of m5dC in rats and' mice.

Since 2-butoxyethanol is metabolized into 2-butoxyacetaldehyde, which could react
(e.g. other aldehydes: glutaraldehyde and acetaldehyde) on DNA at the molecular level
and thus lead to the formation of DNA-adducts which are very often implicated in can-
cer pathogenesis (Miller, 198 1), we have checked for such DNA-adduct formaton upon
2-butoxyethanol treatment in rats and mice by using the rzP postlabelling method of
Randerath (Randerath, l98l; Randerath, 1985; Reddy, 1986).

Transgenic mice should provide valuable bioassays for potential carcinogens test-
ing (Adams and Cory, l99l). As these mice can be considered as initiated (namely
carrying and expressing an oncogene, a particular animal paradigm has been used,
namely v-Ha-ras transgenic mice (Rihn et a|.,1995). This transgenic mouse strain
carries the viral Harvey ras (v-Ha-ras) oncogene controlled by the mouse mammary
tumor virus (MMTV) promoter (Sinn, 1987). The v-Ha-rar oncogene differs from
the rodent c-Ha-ras protooncogene by only two amino acid substitutions leading to
its activation.

The p2l'"' transducin encoded by the oncogene stimulates continuous cell growth
and thus leads to tumor formation. It is therefore a powerful tool for the investigation
of predictable carcinogenesis. Both males and females spontaneously develop breast
carcinoma, parotid adenocarcinoma as well as Harderian hyperplasia. However the oc-
currence of these tumors is signifrrcantly increased following intoxication by initiator
or promoter agents. In addition the ras oncogene has been found prevalent in a variety
of human carcinomas and is mutated (activated) in l0 to 30Vo of all human and rodent
tumors (Bos, 1989). Our hypothesis was that 2-butoxyethanol could act as a non-geno-
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toxic carcinogen and thus could show an acceleration of tumorigenesis in treated ani-
mals as compared to a control group.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Chemicals

Ethylene glycol monobutyl ether (2-butoxyethanol) (CAS number ll'76'2, FW =

I18.2) was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). It was >99Vo pure according
to high performance liquid chromatography (data not shown). The restriction enzymes
Kpnl, Hpall, Msp l, nuclease Pr (EC 3.1.30.1), micrococcal nuclease (EC 3.1.30.1),
spleen phosphodiesterase (EC 3.1.16.1), Dig-ll-dUTPrM (digoxigenin 3-O-methyl-
carbonyl-e -amino-caproyl-[5-(3-aminoallyll2ldeoxyuridine-5atriphosphate]), all
products for non-radioactive detection and labelling of nucleic acids, Dig* detection,
and labelling kit were from Boehringer, Mannheim, Germany. The detections of hy-
bridized probes were performed using the chemiluminescent substrate AMPPDru (or
3-(2lspiroadamantane)4-methoxy-4-(3'lphosphoryloxy) phenyl-l,2-dioxetane from
Tropix Inc. (Bedford, MA, U.S.A.).

f2P-Rtp was obtained from Amersham (Bucks, U.K.).To polynucleotide kinase
(EC 2.7.1.78) was obtained from US Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA), apyrase
(EC 3.6.1.5.) from Sigma (St Louis, Mo, U.S.A.) and the cellulose thin layers (F1440)
were from Macherey Nagel (Dassel, Germany). The polyethylenimine-cellulose (PEI-
cellulose) plates were prepared in our laboratory according to the method of Randerath
et al. (1981).

2.2 Animals

Sprague Dawley rats (-260 g) were treated with a single dose of 2-butoxyethanol per
os (120 mg/kg) in water (0.015 mUg body weight) and the animals were killed 24 hours
Iater. The brain, testis, liver, spleen, kidney of 3 treated and 3 control animals were
used for DNA extraction. Transgenic mice (Oncomice Neo OlrM) were purchased from
Charles River Laboratories (Wilmington, MA, U.S.A.) underDu Pont license (Boston,
MA, U.S.A.). This FVB/N strain carries the viral Harvey ras (v-Ha-ras) oncogene con-
trolled by the mouse mammary tumor virus (MMTV) promoter. The MMTV/v-Ha-ras
fusion gene contains the MMTV LTR region which is required for glucocorticoid con-
trol, promoter action, capping and it controls the expression of the fused v-Ha-ral onco-
gene (Sinn, 1987). Seven week old transgenic mice (-25 g) were randomized and
numbered by tattoo. Males were housed one/cage and females five/cage in polycar-
bonate cages covered with spun-bonded polyester cage filters. Room temperature was
2l t l"C, the pressure was 5 mm HrO above atmospheric pressure, humidity ranged
from 4G-60 Vo and fluorescent light was l?hrlday. Animals consumed pellet feed and
water ad libitum. Fifty animals (25 females and 25 males) were implanted subcuta-
neously, for two weeks, at the back with minipumps (2OO2 AlzetrM, Alza Corp., Palo
Alto, CA, U.S.A.) filled in such a way that they continuously delivered 2-butoxyethanol
(pumping rate: -0.5 pUhr, 120 mg/kglday). Untreated animals (25 females and 25
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males) were infused with saline only. The doses of 2-butoxyethanol were calculated in
order to deliver 1500 mg/kg. The infusion did not cause any adverse effect on food and
water consumption. At each sampling date an equal number of treated and control an-
imals of both sexes were killed. The number of animals per group was 8, 8, 12,24,24,
24 atdays 5, 10, 15,60,90, and 120 after pump implantation, respectively. Mice were
monitored weekly for body weight and appearance of palpable mammary tumors. For
histologic examination, tumor or organ specimens were fixed in Bouin's and in 4Vo
formalin solutions, embedded in paraffin, sectioned, and stained with hematoxylin and
eosin for classification. For the 120 day-range (24 animals), the mammary glands were
dissected and separately processed.

2.3.(-abelling of cDNA Probes

The DNA probes were labelled using a classical PCR procedure but replacing 2.0 mM
dTTP by 1.3 mM dTTP + 0.7 mM digoxigenin-dUTPrM in order to obtain digoxigenin
labelled probes (I-anzillo, 1990). The amplified DNA fragment corresponded to the
789 bp product from the base number 161 to 950 (rat c-Ha-ras gene, accession num-
ber Ml3Oll, Genebank, NIH, MA, USA). The labelled probes were precipitated
overnight at -20"C with 2.0 pl of 0.5 M EDTA, 6.2 1tl of 4 M LiCl and 150 pl of ab-
solute ethanol. The pellets were washed twice with a 70 Vo aqueous ethanol solution
(v/v) and dried under vacuum.

2.4. DNA Extraction and Hybridization

Genomic DNA was isolated by standard procedures using proteinase K (EC 3.4.21.14)
digestion and chloroform extractions. Aliquots (5 pg) were incubated with restriction
endonucleases Kpn I (20 units) and Hpa II (20 units) or Kpn I (20 units) and Mspl (2O
units). Digestion of unmethylated Hpa II sites was controlled by the addition of 5 pg
of pMNU-l (ATCC, N" 41049, Rockville, MA, U.S.A.), a plasmid constructed by in-
serting a 6.8 kbp Bam Hl fragment containing the MNU-H a- ras gene into Bam H I site
of pBR 322. All digests were completed as indicated by cleavage of pMNU-l DNA.
Following electrophoresis in 1.07o TAE-agarose, the hydrolyzed DNA was denatured,
neutralized and, transferred under vacuum using a 20 fold SSC solution onto Nytran
Nl3rMmembranes (Schleicherand Schuell, Dassel, Germany). The DNA was UV fixed
onto the membranes and further treated according to the manufacturer instructions.
Non-radioactive detection using AMPPDTM was carried out as indicated in the supplier
manual. Membranes were exposed for 3 to 4 hours to Kodak X-OMATTMAR film
(Eastman Kodak, Rochester, NY, U.S.A.) at room temperature.

2.5. Determination of mSd Cytosine Content and Hydrophilic DNA-Adducts

The m5dC contents of DNA were determined using 32P postlabelling. DNA was first
digested tn,o 3'-phosphate nucleosides by a mixture of micrococcal nuclease and spleen
phosphodiesterase, and were postlabelled by ylzp-4TP and To polynucleotide kinase.
After digestion of the excess of ATP by potato apyrase, the 32P-5',3'-diphosphonucle-

osides were digested into 32P-5'-monophosphate nucleosides by nuclease P, (this en-
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zyme has 3' phosphomonoesterase activity). Separation of the labelled mononu-

cieotides was lerformed by chromatography on cellulose thin-layer developed with

the following solvents: I st dimension, isobu tync acidl257o NH.OFVH2O (50/ I -l 128.9'

by vol.); and 2nd dimension, monosodium phosphate 0.1M, pH 6.8/ammonium sul-

fateln-propanol (100/60/2, vlwlv). The labelled nucleotides were detected by autora-

diography and the radioactivity wils counted either by scintillation counting after

scraping the spots from the cellulose plates, or using a Bio-imager analyser Bas2000

(Fuji, Japan). Search for hydrophilic DNA-adducts, which could have been formed by

action of 2-butoxyethanol metabolites onto DNA, was explored by overexposure of

the autoradiograms.

2.6. Hydrophobic DNA'Adducts Analysis

The detection of hydrophobic DNA-adducts was performed using the 3zP postlabelling

method developed by Randerathet al. (1981, 1985) and Reddy et al- (1986). The DNA

wasdigested into l'-phosphonucleotides by means of micrococcal nuclease and spleen

phosphodiesterase and the adducts were privileged versus the normal nucleotides by

nuclease P, enrichment. The adducts were postlabelled using T32P-ATP and Tn polynu-

cleotide kinase and the excess of yzp-Att was eliminated by potato apyrase diges-

tion. At this stage, the adducts were chromatographed on several PEl-cellulose TLCs.

The first solvent (sodium dihydrogenatephosphate2.3 M, pH = 5.7) allowed the sep-

aration of the hydrophobic adducts fiom inorganic phosphate and pyrophosphate oc-

curring from apyrase treatment of ATP, and from the small amount of major nucleotides

that have been left by the successive enzymatic treatments. Further migrations con-

taining urea were used to separate the hydrophobic adducts (Tomlinson, 1963). The

solvent for dimension 2 was urea6.25 M, lithium formate 3.25 M (pH = 3.5), and for

dimension 3, was urea 7.5 M, lithium formate 4.25 M (pH = 3.5). Finally, the TLC

plates were immersed in a L.7 M monosodium phosphate solution to wash out the re-

maining radioactivity of non-hydrophobic adducts which could have been left after the

other migrations.
We have either separated the postlabelled adducs directly or after an additional di-

gesrion by venom phosphodiesterase (EC 3.1.15.1.). This latær enzyme is used to di-

gest any bonds between adducts and adjacent nucleotides which could have been left

after the above hydrolysis steps (Keith and Dirheimer, 1995).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Methylation of Ha-ras Genes of Transgenic Mice

Digestion of genomic DNA from mouse testis with Mspl rcvealed three fragments of

7CfJ,,230 and 60 bp derived from the v-Ha-ras transgene, and a 470 bp fragment cor-

responding to rwo restriction fragments (a73 bp + 468 bp) belonging to the c-Ha-ras

protooncogene (Figure l). Afterdigestion of genomic DNA withHpa II, the fragments

that were detected using Msp I were absent. However, in the Hpa-digested DNAs sev-

eral larger hybridizing fragments were found (4.8 Kbp for the c-Ha-ras protooncogene
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Figure I Southern blot hybridization with a DigdUTFu-labelled rcs complementary DNA probc
(P). Thc DNAs were digestedwith Hpa II (H) orMsp I (M). The lanes correspond to tcstis DNA from
control mice (1: bcfore treatment, 2: 5 + l0 days,3: 15 + 6O days, 4: 90 + 120 days) and from trqrted
mice (5: 5 days, 6: l0 days, Z 15 days, 8: 60 days, 9: 90 days, IO: l2O days). Arrows from top to bot-
tom: -4.8 kbp (c-Ha-rcs protooncogene), -3.7 kbp (v-Ha-ras transgene), -700 bp (v-Ha-rcs restric-
tion fragment), -470 bp (c-Ha-rcs restriction fragment), -230 bp (v-Ha-ras restriction fragment), -60
bp (v-Ha-rcs iestriction fuagment).

^nd 3.7 Kbp for the v-Ha-ras transgene) due probably to methylation of the dCpdG
base pairs in the ras genes.

The testicular DNA digestion patterns in the mouse werc similar for both control
(lanes 14) and 2-butoxyethanol-exposed mice (lanes 5-10) rcgardless of the elapsed
time. The same $,as found in DNA from spleen, brain, kidney and liver (data not shown).
According to these results, one could conclude that the methylation status of the Ha-
raigenes was not affected by a subchronic administration of 2-butoxyethanol. In fact,
this chemical did not act as a demethylating agent. In addition, these results demon-
strate that in testis and spleen, which are both organs with high mitosis rates, 2-bu-
toxyethanol does not alter the activity of the maintenance dCpdG methylase. Indeed,
during DNA replication the maintenance dCpdG methylase recognizes the hemimethy-
lated DNA, and methylates the newly formed strand.If this enzyme was to be affected
or inhibited, demethylated DNA and gene expression should result. In the subchronic
mouse experiments that are shown here, 2-butoxyethanol did not induce any demethy-
lation of the Ha-ras genes. Conversely, 2-butoxyethanol did not induce 5.mdC for-
mation as shown by the Msp I digestion patterns for both genes (Figurc I ). The intensity

.rrl
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of the Mspl-digested DNA fragments rryas comparable in both control and chemically-
exposed animals. Thus because m5dC was more liable to deamination than dC, con-
sequently to m5dC -+ T transition mutation (Holliday, 1993), it seems unlikely that
2-butoxyethanol induces any mutation by dC methylation.

3.2. Methylation l*vel of the Whole Genomes of Rats and Mice and
Hydrophilic Adduct Determination in Mice

In addition to the Ha-ras genes' methylation assessments, the overall methylation level
of the DNA under subchronic or acute treatment performed on transgenic mice or rats
was also investigated. The results are shown in Figure 2A and 28 for the spleen DNA.
The methylation pattern did not vary with either subchronic or acute 2-butoxyethanol
exlx)surc, thus suggesting that the chemical did not induce any changes in the level of
DNA methylation. The same pattern was found in all otherorgans evaluated. The mean
values of m5dC content of DNA from mice and rats revealed no significant variation in
rats (brain, kidney, liver, spleen and testis) and mice (brain, bone marrow, spleen and
testis) Clable I). These results led to the conclusion that the methylation of the whole
genome was neither affected by acute noi by subchronic 2-butoxyethanol exposures.

In order to check for other modified nucleotides which could carry aliphatic side
chains, the autoradiograms of the chromatograms in which the m5dC contents were
detected were overexposed. The modified nucleotides mentioned (i.e. hydrophilic
adducts which should migrate in the neighborhood of the major nucleotides, but at lev-
els far below those of the latter) could be due to 2-butoxyethanol metabolites after
detoxification. Indeed it is known that 2-butoxyacetaldehyde is one such metabolite

Table I Methylation levels of the DNA extracted from different organs originating from animals
treated with 2-butoxycthanol comparcd to control animals. The results are expressed in percentages
of m5dC rclated to total cytidylic acid derivatives (m5dC + C). They corrcspond to the mcan vatues
of 5 assays (mice) and 15 assays (rats) performed on each tlrpe df DNA. No differences between groups
werc found.

CONTROL
Doy O 120

MICE(MALES)

IO 15
TREATED

û 120

Brain
Bone marrow
Spleen
Testis

3.0
3.9
5.2
3.9

3.1
3.3
5 . t
3.8

3 .1
3.9
4.8
3.9

3.2
4.3
5.5
3.9

3.5
3.5
5.5
3.9

2.9
4.0
5.2
3.7

3.3
3.8
5.2
4 .1

CONTROL
Day 60 I2O

MICE (FEMALES)
TRilTED

r0 60 90

ff/TS (MALES)
CONTROL TREATED

I2O Day I Day I

4.0
ND
3.9
3.7
3.8
3.6

4.2 3.7 3.1 3.9 3.6 3.6 3.5
4.r 4.r  5.2 3.7 4.0 3.7 ND
4.6 5.1 4.6 4.6 5.8 5.5 3.6

3'4
ND ND ND ND ND ND 3.5
ND ND ND ND ND ND 4.0

Brain
Bone manow
Spleen
Testis
Liver
Kidney
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that can lead to such adducts by interacting with DNA. Such modified nucleotides can
be detected at a level as low as one among lS nucleotides. No differences could be
seen between the nucleotide content of control DNA and the DNA of exposed mice or
rats, regardless of the organs tested. An example of spleen DNA is shown in Figures
2C and 2D. However, contamination by very small amounts of ribonucleotides (major

ones and modified ones) coming from.transfer RNA or ribosomal RNA, could be de-
tected, and were found to be at the same level in all the samples.

3.3. Tumor Formation in Transgenic Mice

Necropsy and histological examinations werc recorded for the 120 day-sampling. The
mammary glands in six control female mice showed cellular hyperplasia versus 5 of
the exposed ones. Only one control female had a papillary cystic adenoma of the mam-

pdrn6C t

I

I

ttrt '
paP Par

'-{}U
{t

Figure 2 TLC maps of 32P-labelled nucleotides obtained from mouse spleen DNA. A: DNA fiom
control animals. 8: DNA from 2-butoxyethanol treated animals. C: Idem as A, but with overexposure
of autoradiograms. D: Idem as B, but with overcxposure of autoradiograms. I : firut dimension, and 2:
second dimension.

II

or ig in  Z

D
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mary glands, and one treated mouse showed an anaplastic carcinoma of the bladder.
The v-Ha-ras transgenic mice carrying an activated oncogene under active promotion
(due to the presence of the MMTV promoter) are considered as initiated mice i.e., mice
presenting a stable and heritable mutation at the Ha-rcs gene. Non-genotoxic agents
such as those which activate the protein kinases, or mitogenic, or methylating agents
could be screened using this test (Goldsworthy et al.,1994; Vaino, 1995). The occur-
rence of tumors in Ha-ras and p53 knockout transgenic mice increased as well as the
latency time decreased when such animals were treated with genotoxic or non-geno-
toxic agents (Breuer et al., l99l; Tennant et al., 1995). Moreover using c-Ha-ras trans-
genic mice, a single i.p. injection of 50 mg/kg of N-methyl-N-nitrosourea induced
papillomas in the forestomach following 12 weeks at lAÙVo incidence (Izawa et al.,
1992). Using the pim I model, Breuer et al. (1991) showed that N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU) induced lymphomas in a dose dependent manner. With a medium dose of 60
mglkg of ENU the incidence of lymphomas at l2O days was 90Vo.The pim-l trans-
genic mice were found approximately 25 times more susceptible to ENU-induced lym-
phomagenesis than non tr:rnsgenic mice.

In our study such effects were not shown as neither the tumor occurrence nor the la-
tency period were affected by 2-butoxyethanol treatment. Therefore it could be hy-
pothesized that this chemical does not promote initiated cells carrying the v-Ha-ras
oncogene. But further studies (especially long term studies) are necessary in order to
evaluate this transgenic animal model.

3.4. Hydrophobic Adducts Formation in Rats DNA

Because no differcnces in the methylation patterns and the formation of hydrophilic
adducts were found in the DNA of 2-butoxyethanol treated and control animals, we
checked further for hydrophobic adducts. Our hypothesis was that 2-butoxyethanol
could be an inducer of cytochrome Poro, and could therefore lead to the formation of
hydrophobic adducts as found in DNA of animals that have been treated with estro-
gens. Indeed Liehr (1986) demonstrated the formation of hydrophobic DNA-adducts
whose chemical structures were not directly related to the estrogens that were injected,
using the postlabelling method. Another assumption was that 2-butoxyethanol could
increase the level cif the I compounds (i.e. initial compounds) present in animals after
aging and./or related to the diet (Randerath, 1991). We therefore extensively screened
the DNA digests after postlabelling in order to detect the formation of hydrophobic
adducts in DNA from treated animals as compared to the control animals. The autora-
diograms obtained after venom phosphodiesterase hydrolysis of the labelled digests
are shown here (Figure 3) since this improvement gave much cleaner and simpler maps
than those without that treatment.

Some major adducts, which differ slightly from organ to organ, appear in both DNA
from treated and control animals. These adducts were probably the so-called l-com-
pounds (Randerath, l99l ). No obvious differences could be seen in these DNA (Figure
3 A,C,E,G and I for the treated animals and Figure 3 B,D,F,H and J for the control an-
imals). One can therefore conclude that 2-butoxyethanol did not lead to the formation
of hydrophobic DNA-adducts in the treared animals.
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Figure 3 TLC maps of rzP-labelled DNA-adducts obtained from control and 2-butoxyethanol-trcated
rats. A, C, E, G and / corrcspond to DNA samples from control animals and B, D, F, H and J corrc-
spond to DNA samples from treated animals DNA. Samples wcre from brain (4,8), kidney (C,D),
liver (E,F), spleen (G,H) nd testis (/,4. First dimension was run on a separate plate:- d2, di and d4
correspond to dimension 2,3 and 4 rcspectively.

To summrize,z-butoxyethanol treatrnents of rats and transgenic mice carcying ras
oncogenes did not cause any particular effects at the DNA level considering the fol-
lowing endpoints: adduct level, methylation status and tumor formation at 120 days in
transgenic v-Ha-ras genes. Therefore the hematological, testcular and other cellular
effects which have been described previously by others (Hardin, 1983; Grant, 1985;
Spano, l99l) may be due to other factors such as non-specific cytotoxicity, cell pro-
liferation or apoptosis deregulation.
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9. Gonclusion

Les souris transgéniques permettent une évaluation de la corrélation des

cancérogènes génotoxiques (ou non) avec des altérations de gènes spécifiques connus

pour être des évènements génétiques importants dans le développement des cancers

chez l'homme. Elles permettent également de disséquer les étapes pré'néoplasiques,

de faire des analyses morphologiques phénotypiques poussées, de mettre en route des

stratégies de traitements classiques ou par le biais de thérapies géniques. Une bonne

connaissance de ces étapes peut permettre de déboucher sur des stratégies de

dépistages de lésions précoces pré-néoplasiques pouvant aider au mieux un traitement

visant éventuellement à éviter le développement tumoral.

De plus, les modèles de souris transgéniques autorisent un abord mécanistique

de la biologie des cancers et par voie de conséquence une toxicologie moléculaire, en

déterminant de quelle manière exacte les substances issues de I' industrie peuvent agir

sur les gènes impliqués dans la différenciation et la croissance cellulaire.

Bien que l' impact futur des animaux transgéniques en toxicologie est difficile à prévoir,

la compréhension du développement tumoral chez ces animaux est plus aisée et peut

aider à comprendre le développement tumoral chez I'Homme.
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L'étude de I'expression des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs

dans les lésions cancéreuses mammaires est importante. Elle permet de définir dans

certains cas des critères pronostiques de gravité et d'évolution de ces lésions. Ces

travaux ont également un intérêt fondamental car ils permettent d'associer une altération

du fonctionnement cellulaire au phénomène de transformation. Le modèle de souris

transgéniques v-Ha-ras permet t 'étude des mécanismes cel lulaires associés à

I 'appari t ion des tumeurs sous I 'act ion d'un seul paramètre externe. Ce modèle

expérimental même imparfait pourrait permettre de comprendre les mécanismes de

survenue de ces tumeurs.

Ces deux approches sont donc complémentaires et doivent être menées en

parallèle pour tenter de mieux appréhender le processus cancéreux chez l'Homme.
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ANNEXE 1

l.Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaîne in situ

La réaction de polymérisation en chaîne après transcription inverse (RT-PCR rh

situ) aété récemment décrite par Nuovo (1992). Elle permet d'étudier directement la

présence, la répartition et la concentration relative des ARN messagers (Nuovo, 1992a).

Elle a été util isée pour la recherche des séquences virales chez l'homme :

Papillomavirus (Nuovo,1992b : 185-220), et Virus de l' lmmunodéficience Humaine

(Nuovo, 1992c).

2. Matériel et méthodes

2.1. Prélèvements

Nous avons tenté de mettre en évidence (RT-PCR rn sffu) des ARN messagers

v-Ha ras (faiblement exprimés donc non détectables par hybridation in situ, à partir de

tissus) dans les tumeurs mammaires de souris transgéniques.

2.2. Méthodes

2.2.1. Préparation de l'échantil lon

Des coupes de tissus congelés de 6 à I pm sont montées sur des lames (Probe-On

Plus Microscope slides, CML, Nemours, France) conçues pour permettre I' introduction

I O, milieu réactionnel après montage sous lamelle. Des échantil lons sont conservés à

I -ZO.C. Les coupes sont fixées 5 min avec une solution de paraformaldéhyde tamponnée

a 3 % (pH 7,4). Les lames sont lavées dans 3 bains de PBS de 5 min chacun et rincées

à l'eau bidistil lée, stérile.
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2.2.2. Transcription inverse in situ

Les lames sont recouvertes de 100 pL de solution de transcription in situ

recouvertes d'un parafilm, placées directement sur le bloc chauffant d'un thermocycleur

(PHC-3 : Dri-BlockR Cycler,Techne-OSl, Maurepas-France) et incubées t heure à 37oC.

Le milieu réactionnel consiste en : Tampon de réaction (x 10), dATP, dCTP, dGTP, dTTP

(25 mM chacun), RNAsin (30 u/mL), MgCl2 (50 mM), DTT (0,1 mM), amorce antisens

v-Ha-ras, Boehringer Mannheim), M-MLV Reverse Transcriptase (200 u/mL, Boehringer

Mannheim ), 1 o/o BSA (Bovine serum albumin, 10 o/o), ADN de sperme de saumon (200

mg/ml), Heo bidistillée et stérile. Les coupes sont incubées pendant une heure à 37oC.

2.2.3. Réaction de polymérisation en chaîne in situ

Après séchage partiel de la lame, un cercle de 2 cm de diamètre est tracé avec un

stylo gras (PAP penrur. Ceci permettra de contenir la solution d'amplification durant la

réaction de PCR.

Une seconde lame sur laquelle est également tracé un cercle de même dimension,

de façon à ce qu'ils se correspondent, recouvre la préparation après addition de 60 pL

de milieu réactionnel. Deux lamelles rectangulaires sont placées sur la partie rodée de

la lame pour augmenter le volume du milieu réactionnel [Tampon de réaction (x 10),

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (25 mM chacun), MgOle (50 mM), amorce sens v-Ha-ras,

amorce antisens v-Ha-ras, Taq polymérase (Boehringer Mannheim)1. La préparation est

scellée à l'huile minérale. La lame est placée sur le bloc chautfant du thermocycleur et

soumise à 30 cycles d'amplification : dénaturation (fusion de I'ADN) : 94oC 1 min,

hybridat ion (appariement des amorces) :  55oC, 1 min, élongation des brins

néosynthétisés : 72oC, 1 min. La réaction se termine par une phase d'élongation de 12

min.

2.2.4. Lavages

La préparation est lavée 10 min dans différentes concentrations detampon SSC (2

fois concentrée, 1 lois concentrée, 0,5 fois concentrée) à température ambiante.
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2.2.5. Détection des produits amplifiés

Les préparations sont équilibrées dans du tampon malate (acide maléique 100

mM, NaCl 150 mM, pH = 7,5). La réaction est bloquée avec du tampon malate

contenant 2o/"de sérum normal de veau (Sigma) et 0,3 "/"de Triton X-100 (Sigma) 30

min. 100 pL d'anticorps anti-digoxigénine [Fab] peroxydase (Boehringer Mannheim)

dilué au 1/5OO ième dans le tampon malate sont déposés sur les coupes. Après

incubation en chambre humide 3 heures, les lames sont lavées au tampon malate 2x15

min. Après lavage 2x5 min dans du tampon 3 (Tris HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl 50

mM, pH = 9,5), 300 pL de solution de révélation sont déposés : 10 ml de tampon 1, 45 pL

NBT, 35 pL BCIP et levamisole 2,4 mg (Sigma).

La coloration est arrêtée par 2 bains de tampon TE. Les coupes sont déshydratées

dans des bains d'éthanol successif  ;70o,80o,95o, 100o, puis les coupes montées dans

le mélange permount-xylène (66/34, v/v).

3. Résultats

La recherche des ARNm dans les carcinomes canalaires infiltrants chez la femme

et dans les tumeurs mammaires de souris transgéniques v-Ha-ras ont donné des

résultats paradoxaux. De petites inclusions intranucléaires ont été observées (Figure

20).
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Figure 20: Tumeur mammaire de souris transgéniques. RT-PCR /n situ. Petites zones de

marquage d'intensités variables (Gr. x 400).

Malgré l 'absence de marquage des préparations témoins, i l  est diff ici le d'aff irmer que

des ARNm ont été détectés, d 'autant plus que l 'archi tecture cel lu laire est di f f ic i lement

v is ib le .

4 .  Conc lus ion

Ces essais préliminaires montrent les diff icultés techniques rencontrées dans la

mise en oeuvre de la RT-PCR in situ. Les problèmes posés ont été les suivants: ( i)

appareil non approprié dans les premiers essais, ( i i) élanchéité de la préparation, (i i i)

destruction de l 'architecture cellulaire. Pour éliminer ces problèmes, i l  faudrait réduire le

nombre de cycles d'amplif ication pour mieux respecter I 'architecture des tissus, uti l iser

du matériel mieux adapté pour éviter tout assèchement de la préparation au cours des

cycles d'amplif ication. La comparaison des résultats de l ' immunohistochimie et de la
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RT-PCR in situ permettrait de confirmer la spécificité des images observées. Un signal

important en RT-PCR in situ devrait accompagner une expression augmentée de la

protéine correspondante
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ANNEXE 2

1. Détection par immunohistochimie de l 'oncoprotéine c-erbB-2 dans les
carcinomes et les lésions bénignes du sein

2. Introduction

Dans cette étude, nos objectifs étaient d'établir des corrélations entre la présence

de l'oncoprotéine c-erbB-2 et les types de lésions du tissu mammaire cancéreuses ou

non:carcinomes inf i l t rants,  néoplasies non invasives, " lésions front ièrês",  lésions

bén ignes.

3. Prélèvements

173 lésions mammaires obtenues par biopsies ou mastectomies ont été étudiées

au Service d'Anatomie Pathologique du Centre Alexis Vautrin. Elles se répartissent en

115 carcinomes infi l trants, 26 néoplasies non invasives dont huit cas de maladie de

Paget du mamelon et 32 lésions bénignes (15 dystrophies mammaires avec ou sans

hyperpfasie épithéliale et 12 tibroadénomes).

Les carcinomes inf  i l t rants d'un type histologique peu f  réquent (m ucineux,

médullaire, apocrine,...) n'ont pas été retenus dans cette étude.

Les 26 néoplasies non invasives individualisées correspondent à des lésions

isolées, sans composante inf  i l t rante associée, connue ou ident i f  iable.  l l  s 'agi t

pr incipalement de carcinomes intracanalaires (comédocarcinome, cr ibr i forme ou

micropapil laire, massive et mixte). Les variétés cribriformes et micropapil laires, étant

fréquemment associées, nous les avons artificiellement regroupées. Les formes mixtes

associent différents types de lésions.

4. Méthodes

Tous les prélèvements étaient fixés dans le liquide de Bouin alcoolique (fixateur de

Dubosq-Brazil) et inclus en paraffine.
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La mise en évidence de l'oncoprotéine a été etfectuée par immunohistochimie

avec un anticorps polyclonal anti-oncoprotéine c-erbB-2 (Dako) dirigé contre une partie

intracellulaire de la protéine, selon la méthode L-Streptavidine-Biotine (L-SAB, Dako).

Un résultat positif correspond à un marquage épithélial membranaire.

5. Résultats

71 lésions ont donné un résultat positif. Les résultats, en fonction du diagnostic

histologique, sont portés sur le Tableau 5.

étudiées.ab leau5:Typesh is;toloqiques des lésions étudi

Nombre de cas c-erbB-2 positif (%)

Carc inomes
inf i l t rants

1 1 5 48 (42 "/")

canalaire

lobulaire

mixte lobulaire et
canalaire

89

24

2

27 (3o %)

2 (8%)

1 (so %)

Néoplas ies non
invas ives

26 18 (6e %)

Carcinome intracanalaire

Néoplasie intralobulaire

Maladie du Paget du
mamelon

12

6

8

5 (42 7")

1 (17 ï.')

7 (88"/")

Lés ions bén iqnes 32 s (16 %)

dystrophie f ibrokystiq ue

f ibroadénome

papillome

tissu rnamrnaire
subnormal

15

12

2

3

2 (13 "/.\

3 (25 "/")

0

0

Dans 30 % des carcinomes canalaires infiltrants, l'oncoprotéine c-erbB-2 est

détectée (Figures 21 et 22).Ce qui correspond aux résultats rapportés antérieurement

(Porter et  col l . ,  1991;Winstanley et col l . ,  1991;Gasparini  et  col l . ,  1992).
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Figu re 21 :  Carcinome canalaire inf i l t rant.
(Gr. x 400).
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Une comparaison avec le grade histopronostique établi selon le grading de Scarff-

Bloom-Richardson a été effectuée sur 82 cas. Le pourcentage de tumeurs c-erbB-2

posit ives est d 'autant plus importante que le grade est élevé:33 % pour le grade l l l ,

31 % pour le grade l l  et 20 % pour le grade l.

2 des 24 carcinomes lobulaires infi l trants ont présenté un marquage membranaire. Un

carcinome infi l trant mixte lobulaire et canalaire a été considéré comme posit i f  (Figure

23) mais le marquage n'étai t  toutefois observé qu'au sein des structures de type

canalaire alors que les structures de type lobulaire apparaissaient négatives.
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Figure 23: Carcinome lobulaire et canalaire mixte (Gr.  x 250).

L'expression de I 'oncoprotéine c-erbB-2 est l iée au type de la lésion observée.

Elle est peu fréquente dans les lésions bénignes (Figure 24).
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Figu re 24:  lmmunomarquage d 'un f ibroadénome (Gr .  x  100) .

par contre, el le est observée dans 7 cas de maladie de Paget du mamelon sur I

Figu re 25 (Edorh et col l . ,  1995 b).

F igure  25 :
(Gr. x 400).
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Comme cela a déjà été décrit, le marquage du c-erbB-2 concerne essentiellement

la composante canalaire que la lésion soit invasive ou non (Winstanley et coll., 1991;

Gasparini et coll., 1992).

6 .  Gonc lus ion

La protéine c-erbB-2 est exprimée surtout dans les lésions cancéreuses sans qu'il

soit  possible d'attr ibuer à cette présence un rôle pronostique. Des études

complémentaires seraient nécessaires pour déterminer avec précision quel type

cellulaire exprime cette protéine. En effet, i l semble exister une corrélation entre la

présence de t'oncoprotéine c-erbB-2 et des anomalies cellulaires importantes dont

hypertrophie et de nombreuses mitoses. Le marquage concerne exclusivement la lésion

étudiée et il est difficile de savoir si la lésion a pris son origine dans une lésion

hyperplasique, atypique ou non, identique à celle qui cerne la tumeur.

Des études complémentaires associant l'analyse de la plo'idie des tumeurs et des

mesures cytonucléaires par analyse d' images pourraient permettre de mieux

caractériser les lésions exprimant I'oncoprotéine c-erbB-2. Enfin, i l serait intéressant

d'associer ces études morphologiques à la recherche d'autres oncogènes tels que les

gènes int-2, c-Ha-ras, ou le gène suppresseur de tumeur p53, qui sont également

impliqués dans la cancérogenèse mammaire.
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ANNEXE 3

Ce troisième annexe concerne l'étude à court terme de I' inhalation de fibre de

crocidolite sur des souris : Validation d'une chambre d'inhalation dont les résultats se

retrouvent dans les pages suivantes.
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bstract

A nose-only inhatation chamber is described: this chamber being computer automated has been particularly

esigned for mice on which it was validated using a crocidolite aerosol at a nominal concentration of 13.6 mg/m3,

h/day during 5 days. A month later the mice showed typical inflammatory bronchoalveolar liquids with many

clynucleated or activated macrophages and asbestos bodies. The burden of crocidolite fibers ranged from 345000
r I 300000 fibers per mg of dried lung. This study demonstrates that during the month that follorved a short-term
rice exposure to crocidolite fibers, the inflammatory response \+'as stil l persistent. These toxicological endpoints

llidate the nose-only inhalation chamber to be useful for common or transgenic mice.

eywortls: Crocidolite; Inhalation; Mice; Nose-only; Validation

hort-term crocidolite inhalation studies in mice: validation of an

Introduction tion chambers are designed for rats but the

Very few studies using nose-only inhatation 
em€rgence and the rapid spread of ' transgenic

:o..dr,.s have been conducted .'oJ;ï;'i;'; ffi il;lfli,Jitli'"''nJ'J,rt::'r,:iÏ.'X;:l#:i;
ice (Pauluhn, L994), while numerous others ioi',r,.r. animals. Moreover, the rerèvance of
[ve been conducted on rats or euine.a, Rlss 

"Ji.*.,iu. 
intoxication routes i.e. intraperitoneal,

lunn et al', 199'3)' commonly, nose-only inhala- iiir.pr.urur or intratrachear injection have been

[u'-,,,.,'ori,n,, f NA, dlxrribonucreic acid: L, ,rT*.:*T: :T::i'il'j :ffii.:iït,ii'iïiJ"ï'ttf;::'Ë1
D,length on diumeteç NS, non-significant; PAM, pulmon- :"--
fil;;;;r*rô pMC, porymorprronuctiaieo cerrs: Europe of the world Health organization

f., standard deviarion;TNF-e, tumor necrosis factor z. (Anonymous, 1992). ln this context, the carcino-

lorresponding author. Tet.: +33 E3502064 Fax: +33 genlc potential of asbestos and to a larger extrini

iozOr'e: e-piuit: rihng,inrs.fr. natural and man-made fibers is still not well

)0-483x/96/'Sl5.m O 1996 Elsevier lreland Ltd. All rights reserved
I: 50300-483X(96)03325-2
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understood (Walker et al., 1992; Brody, 1993)
while studies involving transgenic mice in toxi-
cology are increasing.

Therefore, we undertook the construction of
an inhalation chamber permitting inhalation stu-
diés on mice using a nose-only exposure. This
chamber was validated with an adequate aerosol
of crocidolite fibers to intoxicate mice during a
short time. The uniformity of the aerosol was
assessed by air sampling in the inhalation cham-
ber. To validate further the fiber toxicity three
toxicological endpoints were checked: cytological
responses in bronchoalveolar lavages, lung his-
tology and fiber burden in the lung.

V/e thereby demonstrate that short-term in-
halation intoxications produce significant inflam-
matory responses in the lungs of exposed mice
and question the necessity of longer term expo-
sure (Reeves et al., 1974).

2. Materials and methods

2.1. Mice
Twenty seven week-old Balb/c male mice (lffa

Credo, Arbrelesle, F-69210) were randomized
and numbered by tattoo. Animals were housed in
polycarbonate cages (l/cage) covered with spun-
bonded polyester cage filters. Room temperature
was 21 + loc, the pressure was 5 mmHrO above
the atmospheric pressure; humidity ranged from
40-600/0 and fluorescent light was on for 12
h/day. Animals were fed with pellet food and
water ad libitum. Fifteen animals were exposed
to the crocidolite aerosol whereas 5 control ani-
mals were housed in nose-only exposure tubes
without crocidolite during the time of the experi-
ment i.e. 6 h/day during 5 days. Four weeks after
the end of the intoxication the experiment was
terminated.

2.2. Exposure techniques

2.2.1. Crocidolite fbers and generator
The crocidolite used in this study came from a

batch replacing the original UICC (Union Inter-
nationale Contre le Cancer) sample when it ran
out (gift of Dr. Rendall, National Center for

B. Rîhn et al. lToxicology 109 (1996) 147-/,56

Occupational Health, Johannesburg, South Afri-
ca). The fiber aerosol generator was purchased
from CR Equipments (Tannay, Switzerland). It
was similar in its design to the generator de-
scribed by Bernstein et al. (1995), namely the
fibers were packed in a cylinder and a Teflon-
coated piston pushed them on a steel brush.
Clean air was provided by a six bar compressor
delivering an air stream with a flow rate of 100
l/min by an "inverted cyclone" device (Schreck et
al., 1980). The tangential position of the air inlet
pipe gave the air flow a helicoidal movement
from the top to the bottom of the cell in order to
ensure the aerosolhomogeneity. The aerosol con-
centration was monitôred on line by photometry
using a Sigrist KTN B2/F3rM model (Ennetbiir-
gen, Switzerland).

2.2.2. Chamber operations
Fig. I is a sketch of the nose only chamber

including the location inside the chamber of the
various sensors: the humidity and temperature
sensors were located on the upper part of the
chamber and the pressure sensor was in the
middle of the chamber.

Briefly, the process control system included
measurements of (i) the air flow taken by differ-
ential pressure sensors (Scheavitzrtt, PM Instru-
mentation, Orgeval, France) set up on Venturi
tubes, (ii) the depression using ScheavitzrM differ-
ential pressure sensors, (iii) the temperature and
humidity using a CHl2 sensor (Lee Integer
PtdrM, Agemip, Le Perreux). All output signals
were transferred into a microcomputer (Umac
5000/Umac 4030rM, Analog Devices, Norwood,
MA, USA) which processed sensor information,
calculated regulation loops and dispatched ana-
logical tensions to the regulation valves. A sec-
ond computer RS232 connected to the first was
used to monitor (i) the inhalation chamber con-
ditions (air f low and relative humidity), (i i) the
aerosol concentration and the adjustments of the
aerosol generator parameters. The temperature
of the chamber atmosphere was maintained be-
tween 20 and 22'C and the humidity between
45-55yo, the volume exchange (100 l) was 60
times/h.
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2.2.3. Animal husing in the chamber
Animals were housed in transparent exposure

tubes in the inhalation chamber which consisted
of a staintess concentric cylinder with 48 holes
enclosed in a glove-box (Fig. lA). Due to the
design of the restraining PlexiglasrÙt tubes shown
in Fig. 18, the mice were continuously nose-only
exposed to the crocidolite aerosol or to the
ambient air in the case of control mice. Hyper-
thermal effects were prevented by the presence of
holes in the restraining tubes. Using this flow-
past design, each animal breathes fresh
crocidolite aerosol of well-regulated concentra-
tion and particle size at all times and the re-
inhalation of exhaled test atmosphere was mini-
mized. The fraction of exhaled air in the chamber
is less than 1/1000 considering a regular breath-
in-e of 48 mice.

To avoid contamination of ambient air by
inhalation chamber pollutants, pressures inside
the inhalation chamber and the glove box were
maintained below the room pressure at, respect-
ively, 5 and 2.5 mmHrO.

2.3. Atntosphere contol
The gravimetric concentration was determined

usin! two methods. First, the concentration of
airborne dust was determined by sampling on
Whatman GF/C filters (Clifton, NJ, USA) for
5-6 h at a flow-rate of 2 l/min. The sampling
head was an open face of a Millipore cassette.
The weight of the filters before and after sampling
was corrected according to the weight variations
of three unexposed filters (Kauffer et al., 1989).
The fibers were counted by phase contrast micro-
scopy (Anonymous, 1991).

For the fiber concentration determination, a
short sampling period (5 or l0 s) was chosen to
avoid too high fiber concentrations and filter
overloading. The fiber size distribution of either
the aerosol or the bulk crocidolite sample was
assessed by transmission electron microscopy

below. In order to check the absence of con-
taminating metals produced by the generator'
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Fig. l. Nose-only inhllation chambcr (A) Ccncrul installa'

t ion showing the pressure sÈnsors itnd thc rcgulation valves;

(B) derail of the upper sidc of the inhalation chambcr showing

the installation used to housc the mice (*. loclt ion of the

sensors).
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dust was also sampled on a Whatman QM-A
filter and analyzed by emission spectroscopy
(lCAP6lErM, Thermo Jarrell Ash, Franklin, MA,
usA).

2.4. Cytological, histological and ultrastructural
examinations

At the end of the experiment, mice were eutha'
nized and bronchoalveolar liquids were per-
formed with a phosphate buffered saline solution

GH 7.a). Two washes of 500 pl were carried out.
The total number of cells was evaluated after
Trypan Blue (0.04% {v) staining and the nu-
cleated cells were recorded in triplicate using a
Thoma cell. The pulmonary alveolar macro-
phages (PAM), the polymorphonucleated cells
(PMC) and the lymphocytes (L) lvere counted on
a 100 pl aliquot of the bronchoalveolar liquid
which was previously spun in a centrifuge (Cytos-
pin 2rM, Shandon, Pittsburgh, PA, USA) for 5
min at 1000 x g before staining according to the
May Grnwald Giemsa technique (Henderson,
1984; Henderson et al., 1992). The results are the
mean of three independent measures.

For histologic observations, lung specimens of
control and treated animals were fixed in Bouin's
solution or in a% $lv) aqueous formalin sol-
ution, embedded in paraffin, sectioned, stained
with hematoxylin/eosin and evaluated by adapt-
ing the rJ/agner scale (McConnell et al., 1984;
Fisher et al., 1987) with an OrtoplanrM micro-
scope (Leita Wetzlar, Germany).

For scanning electron microscopy, the bron-
choalveolar liquids were spun as above and the
cells were fixed in an aqueous solution of 2.5oÂ
glutaraldehyde (v/v) for I h, rinsed in 200 mM
sodium cacodylate buffer (pH 7.4), then in a 20Â
(v/v) osmium tetroxide aqueous solution for I h.
They were further dehydrated in graded ethanol
solutions before a l0 min incubation in
1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazan. They were finally
coated with a thin gold layer and examined using
a Jeol JSM-840A scanning microscope.

To evaluate the fiber burden in the lungs, the
frozen left lobe of three control and treated
animals was cleaned in acetone to take the fat off,
dried to constant weight and reduced to ashes in
a low temperature oven in 2 h. The ashes were
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homogenized in ultrapure water and filtered over
a carbon-covered NucleoporerM membrane (25
mm diameter, 0.4 pm pore size). The retained
particles $'ere recovered with a second layer of
carbon. Under the prepared carbon coated filter,
5 electron microscopy grids were deposited, all
rested onto a filtering apparatus. Ten ml of
chloroform were filtered through the grids in
order to dissolve the Nucleoporeru filters while
the eventual fibers were retained on the grids and
were observed with the transmission electron
microscope (Jeol 100CX) under a magnification
of 33 000. This technique allowed the fiber nu-
meration, the volume determination and with the
knowledge of the density (d - 3.35glcm3) finally
the mass was calculated.

2.5. Tumor necrosis factor determination
The TNF-a biological activities and the bron-

choalveolar liquid protein contents, determined
according to the Bradford Colorimetry Assay,
were measured as previously reported (Martinet
et al., 1992). The results are the means of tripli-
cate experiments and the values are related to
protein concentrations in bronchoalveolar liquid.

3. Results

The whole fiber size distribution of the bulk
crocidolite sample is shown in Fig. 2. The dust
mean concentration varied between 10.8 and 16.0
mdm3 (mean: 13.6 t 2.1 mglm3 (rr :8)). The
mean fiber number concentration considering the
fibers with a length greater than 5 pm and a
diameter less than 3 pm was 3594 + I142 fibers/
ml (n : 8). The geometric mean lengths of the
aerosol and bulk crocidolite samples were 1.73
(S.D. : 2.12) and 2.22 pm (S.D. : 2.33) respect-
ively. The geometric mean diameters were 0.14
(S.D. : 1.66) and 0.14 (S.D. : 1.70) for the aero-
sol and the bulk crocidolite sample respectively,
showing that the generation process does not
introduce changes in fiber distribution (7.2 = 7.8,
NS). The fiber sampling was always taken at the
same chamber port since during preliminary ex-
periments changing port did not change the value
obtained.
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0.10-0.25

rig. 2. Fiber size distribution of the crocidotite fiber preparation. Diameter and length are expressed in pm, frequency in percent.

n the background a typical view of crocidolite fibers by transmission electron microscopy is shown. The crocidolite sample

plementary analysis was carried out by atomic absorption spectroscopy: Mg (1.49), Si (22.83), Fe (30.03), Mn (0.097)' Al (0.05)'

br (<0.003), Ni(<0.017), values are in Yopet element.

l 5 t

Ashing of the lung lobes demonstrated that
rven I month after the intoxication, the fiber
)urden varied from 361 to 1583 nglmg corre-
iponding to 345000 to 1300000 f ibers per mg of

Table I
Fiber burden in crocidolite-intoxicated and control mice

Weight Fiber

Number Mass LIDfried lung. This corresponded to a nominal total
oad of 15600000 fibers in the left lobe of the

frocidolite intoxicated mouse # 3 (Table 1). The

talcination method used here does not introduce
Treated Animal # |

Animal  #2
Animal  #3
Mean
Stds

Control Animal #4
Animal  #5
Animal  #6
Mean
Stds

360.7 26
432.2 19

r583.0 20
792.0 22
686.0 4

O.O ND
O.O ND
I.O ND
0.3 ND
0.6 ND

I  t .0
r 0.3
12.0
l  l . l
0.9

t6.7
9.5
8.4

I  t . 5
4.5

34./..6
580.2

1296.6
740.5
495.8

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

The weight of the lung is expressed in mg. The numbcr
corresponded to the number x l0 - r of observed fibers/mg of
dried lung and the mass rvas given in ng/mg of dried lung.
Differences in all parameters except the lung weight were
statistically significant at P < 0.01. L/D was the ratio of fiber
length/diameter.
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Table 2
Cellutar and TNF-r r€sponse to crocidolite fiber inhalation in bronchoalveolar liquids

Number Viable cellst Pulmonary alveolar macrophages #

N = l N = 2 N > 2

Polymorphonuclear Lymphocytes # TNF r'

cells'

Control  N:3
Treated N = 9

85.6 È 6.6 0.6 È 0.2
103.8 + r3.0 4.8 t l.l

0 6.5 + 6.5
0.8 + 0.4 7.1 + l4.l

5.6 t 0.3 43.2 + 52.O
20.1 + 8.3 36.5 t 23.9

9 3 + 2 8
f i8 t24

At teast three dererminations were carried out for each bronchoatveolar liquid. PAM N : l, PAM N :2, PAM N > 2 were

mononucleated, binucteated and polynucleated macrophages, respectively. Total viable cells, PAM, polymorphonucleated cells,

tymphocytes were erpressed as x lo-!/ml. TNF-I in unit/mg of protein. Statistical tests: dillerences between means (small

samples), #P < 0.01; tP > 0.05.

similar increase was also noticed for mononuc'
leated pulmonary alveolar macrophages (PAM):
103000 + 13000 cells/ml in the intoxicated mice
vs. 85 500 + 6600 in the controls. As for binuc-
leated PAM (4800 + 1100/ml in exposed vs.
600 t 200 in control mice), the changes were
significant in contrast with the ones observed
for polymorphonucleated cells. Giant PAM
(800 + a00/ml) c-orresponding to multinucleated
PAM as exemplified in Fig. 38, were detected
only in the crocidolite exposed group. This latter
endpoint was introduced considering that these
giant cells were specific of the fiber burden in the
mouse lungs. It is noteworthy that even 5 weeks
after a 5-day intoxication challenge, an inflam-
matory response was still obvious showing mac-
rophage distribution changes. The total lym-
phocyte count was higher in the treated animals
than in the control :20100+8300 vs.  56001
300. But surprisingly we did not observe any
increase in the TNF-a levels in any group of
mice: 36.5 + 23.9 in treated bronchoalveolar
fluids vs. 43.2 + 52.0 U/mg in control ones. As
TNF-c is a multifunctional cytokine elaborated
primarily by monocytes and activated macro-
phages (Rosenblum and Donato, 1989; Martinet
et al., 1992; rrVarheit, 1994), one could expect a
modified expression level. This in fact was not
seen in our study.

Histologic examination of the lungs demon-
strated the presence of macrophages in the lumen
of the terminal bronchioles and alveoli. Perivas'
cular and peribronchiolar inffammatory cells
were observed in intoxicated mice. The inflam-

matory response corresponds to a \ilagner scale
value of 2 as it was defined for studies involving
rats (namely, presence of macrophages in the
lumen of terminal bronchioles and alveoli,
McConnell et al., 1984). By comparison control
mice had no such changes. Asbestos bodies were
seen in terminal bronchioles (Fig. 3A).

Very large macrophages as shown in Fig. 38
were seen on the May GrÛnewald Giemsa
stained samples. Five weeks after the intoxica-
tion, the long fibers seem to attract many macro-
phages with giant cellular polynucleated bodies
limited by one membrane or limited each by their
own membrane (Fig. 3B).

Ultrastructural studies have shown numerous
macrophages internalizing long fibers measuring
more than 20 lm as shown in Fig. 3C.

4. Discussion

Rats are generally considered as a paradigm
close to human diseases caused by fiber inhala-
tions, since they develop lung tumors (adenocar-
cinomas or mesotheliomas) and pulmonary
asbestosis like humans (Davis and Donalson,
1993). Using the rat paradigm, it was well-estab-
lished that short fibers do not produce pulmon-
ary disease, medium length fibers are etiologic
factors for mesotheliomas while the longer fibers
lead to fibrosis and lung adenocarcinomas (Stan-
ton et al. 1981; Barrett et al., 1989).

It is difficult to extrapolate results obtained
with rodents to humans. Indeed rodents have a

153



B. Rihn ct al. lTo.ric'olog.v /,09 (1996) 117-156

q)

f. 3. Histolo-eic and cytologic data. (A) Section of a typical inttrricated animal lung (L. alreolar lumen: AB, asbestos body; oprical
ignification xa00). (B) Typical polynucleated macrophage(N. nucleus: F. f iber: oprical magnificarion x 1000). (C) View of an
ivated macrophage using scanning electron microscopy ( F. f iber: bar. I lrm: elcct ron microscope magnificarion x 6000).
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surprising i[  one considers the biopersistence of
crocidoli te f ibers.

The major studies using rats were conducted in
a " rva lk- in"  chamber (McConnel l  e t  a l . ,  1984;  Le
Bouffant et al..  1987: Bunn er al.,  1993) in which
dust  wi th  an appropr ia te s ize d is t r ibut ion was
generated. Intratracheal insti l lat ion is also a clas-
sical route of adnrinistration but. as shown by
lv{organ et al. (1993) using a radioactive tracer
technique, onh' bers'een 36 to 85% o[ the init ial
aerosoled radionctiviry is found in the lungs: the
nrissing radioactiviry was retr ieved in the feces
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with, however very large individual variations.
Although nose-only inhaled fibers are also
cleared by the ciliated airways into the gut, the
fiber distribution into the respiratory tract is
more equal using such technology. Therefore,
intratracheal instillation does not allow the stan-
dardization of the lung burdens and this route
cannot yet be recommended for risk prediction to
humans (Anonymous, 1992). Intraperitoneal and
intrapleural. routes are frequently used in rat
intoxication studies (Stanton et al., 1981; Winkler
and Riittneç 1982; Brody et al., 1989; Pott et al.,
1989; Szymaniec et al., 1989; Morgan et al., 1993).
These studies were useful for the characterization
of the "solid-state" carcinogenesis, especially in
Stanton's work (1981) relating the appearance of
pleural sarcomas to the fiber size distribution of
the inhaled particles.

Szymaniec et al. (1989) evinced the importance
of the immunologic and the inflammatory re-
sponses in crocidolite toxicity. In this latter
study, the bronchoalveolar macrophages de-
creased while the polymorphonucleated cells in-
creased. Indeed 4 days after an injection of 2.5 mg
of crocidolite, the macrophage percentage de-
creased lrom 93.60Â (control rats) to 64.30/o and
the polymorphonucleated cells increased from
0.5% (control) to 33.3%.This may correspond to
a primary unspecific inflammatory response con-
trasting with our study which demonstrates per-
sistent inflammatory response with an increased
presence of giant macrophages and lymphocytes.
In this context, the TNF-a values observed are
more in accordance with a chronic than with an
acute inffammation.

Although many strains of mice develop pul-
monary tumors spontaneously or after asbestos
inhalation (Reeves et al., 1974; Davis and Donal-
son, 1993) few studies have been performed with
mice. In such studies assessing the fiber carcino-
genic potential, results obtained were inconclus-
ive due to genetic susceptibilities of the various
mice strains. This, however, should not be the
case for short-term studies with genetically modi-
fied mice like Big BluerM (StratagenerM) or
MutarM Mouse (HazletonrM), transgenic, respect-
ively for Lacl and LacZ genes. They should allow
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the evaluations of the mutation rate of a reporter
gene after, for example, fiber inhalation.

In addition the biopersistence of the crocidolite
fibers is easily studied with a mouse model.
Although few crocidolite intoxications have been
designed with mice, it has already been shown
that this model gives pertinent results in fiber
toxicity evaluation. Namely, anterior studies
have allowed by scanning or transmission elec-
tron microscopy, the study of (i) the internaliz-
ation of libers in the peritoneal macrophages
(Winkler and Rûttner, 1982), (ii) the pattern of
crocidolite deposition in mice lungs (Brody and
Roe, 1983; Brody, 1993), (iii) the intracellular
distribution of fibers (Johnson and Davies, 1981;
McDonald and Kane, 1986). This last work had
shown the cellular partial engulfment of the fibers
even by the nucleus. We did not observe this
phenomenon but as shown in Fig. 38 and C, we
observed long fiber internalization in giant poly-
nucleated macrophages. The different behaviors
may be explained by the diflerent origins of
macrophages (pulmonary and peritoneal) and
therefore may limit the relevance of the perito-
neal model.

Moalli et al. (1987) have developed an in-
traperitoneal assay in order to study the acute
injury and regeneration of diaphragmatic me-
sothelium in mice. This mechanistic study has
shown the changes of mesothelial cells induced
by long crocidolite fibers: cell deaths, loss of
microvilli and appearance of bloated membranes.
The regeneration of the epithelium was measured
by [3H]thymidine in vivo incorporation into
DNA and was seen l-3 days after the injury to
increase by up to 4-fold above the control radio-
activity following a crocidolite (Moalli et al.,
1987) or a chrysoti le intoxication (Brody et al.,
1989). In conclusion, intraperitoneal routes in
mice are tests that could be used for mechanistic
studies but not as models of human carcinogenic-
ity (Anonymous, 1992).

In order to extrapolate from animal studies to
human studies, it is essential to use properly
conducted particulate inhalations in rodents. ln
the past they were done in "walk-in"'chambers
(Lynch et al., 1957; Reeves et al., 1974; Brody and
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toe, 1983) using relatively high dust concentra-

ions: 20.2t3.6 mg/m3 of crocidolite fibers
R."urt et al., lg74) or - 1070 glass fibers/cm3
Morriset et al., L979). However, using this ad-
hinistration route, there is a huge fiber accumu'
[tion onto the fur of the animals which is licked

fy the animals. This generates fiber contamina-
on of the gut and also fiber release in the
toxication chambers: these phenomena are

inimized using the nose-only administration
ute described here. At least, nose-only exposure

llows precise control of the exposure level and
ost entry (Bunn et al., 1993; Bernstein et al.,
995). The generation system and the flow past
ose-only exposure described here is very similar

fr its design to the one described by Bernstein et
l. (1995) so that mice breathe only fresh fiber
erosol while exhaled air is exhausted. Such
hambers are now commercially available.
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Express'lon d'oncogènes et tumeurs mammaires : Etude clinique et développement d'un
souris transgéniques pour v-Ha-ras en toxicologie.

Résumé
L'expression de trois oncogènes (c-erbB-2, ras, pS2l et d'un gène suppresseur de tumeur
donné lieu à une étude de cas clinique et une étude expérimentale ayant utilisé les
transgéniques v-Ha-ras. Une quantification du nombre de copies de l'oncogène c-erbB-Z
obtenue par amplification génique associée à un marquage froid des amplimères à partir fr.1
carcinomes infiltrants. ll semble exister une relation entre le nombre de copies du c-erbB-ât
grade de la tr.rmeuf. Dans les mêmes lésions, I'immunohistochimie a montré que c-Ha-ras
sont exprimés surtout dans les lésions de haut grade. En revanche, pS2 est exprimé surtoutl
les lésions de faible grade, confirmant ainsi le pronostic favorable qui lui est associé. L'étud)
oncogènes et des protéines correspondantes peut apporter des éléments pronostiques darl
cancers mammairês de la femme.
Des souris transgéniques v-Ha-ras ont été utilisées pour mettre en évidence le potpfrl
cancérogène de produits chimiques. Des méthodes de marquage de sondes et de révélationrlË
radioactifs (coloritnétrie et chimioluminescence) ont permis d'établir que ces souris portt I
transgène ras et I'expriment dans les organes hématopoiétiques (rate et thymus) ainsi que O{1l
rein et le foie. Le transgène est présent à raison de 2 ou 3 copies par équivalent-génome. [h
avons montré ensuite que le 2-butoryéthanol administré par mini-pompe'osmotique pendal t
jours (dose totale 10 mmol/kg), était dénué d'etfets génotoxique et épigénétique mesurés Ë |l
fa méthylation de I'ADN total, (ry' la méthylation du transgène v-Ha-ras et (iii) l'absendl I
formation d'adduits hydrophobes et hydrophiles sur I'ADN. De plus, le 2-butoryéthanol n't
induit la formation de tumeurs chez ces souris. Ce modèle d'animaux tansgéniques pourraif
utilisé comme test de criblage de substances potentiellement cancérogènes. '

Mots clés : Oncogènes, tumeur mammaire, souris transgéniques v-Ha-ras, 2-butoxyét$
méthylation, addtrit de I'ADN, etfet épigénétique, génotoxicité.

Tltle : Oncogene expression and breast carcinomas : Clinical study and development of a u-|.|ç
transgenic mouse model in toxicology. ,
Summary  :  ,
We have investigated the expression of three oncogenes (c-erbB-2, ras, pS2l and one supprF

tumor gene (p53) in first, a clinical study, second, in an experimental one using the v-Hlt
transgenic mice.
Quantification of copy number of c-erbB-2 oncqene has been obtained by gene amplification ffi,
non-radioactive amplimer labelling on 29 mammary ductal infiltrating carcinomas. There wt *
apparent correlation between gene copy number and tumor grade. lmmunohistochemisty of tF,
same fesions have shown c-Ha-ras and p53 expression in high grade lesions. pSZ
associated to low grade lesions, which confirms the good prognosis associated to this
Detection of oncogenes and encoded proteins may be of value for establishing a
mammary carcinomas
The v-Ha-ras transgenic mice have been used to evidence the carcinogenic potential of
Using non-radioactive labelling and detection methods (colorigenic and
have verified. that these mice carried the ras transgene and expressed it in the
organs (spleen and thymus) as well as in the kidney and the liver. We have found 2 or 3
the transgene per genome-equivalent. 10 mmoUkg of 2-butoryethanol administered over 2
using osmotic minipumps have shown that this compound is devoided of epigenetic and
etfects as meaoured by (y' methylation of total and v-Ha-ras gene DNA, (ii)
hydrophobic and hydrophilic DNA adducts. 2-butoryethanol did not induce tumor formation
transgenic mice. This animal model could be used as a screoning test for possible
chemicals.

Key wotds : Oncogenes, mammary tumor, v-Ha-ras transgenic 'rnice, 2-b
methylation, DNA adduct, epigenetic etfect, genotôxicity




