A3
¥
o

s

e e
S

L
3



ACHIVAITUN EI INALUTIVAIION

DES GENES.

INCIDENCE EN CANCEROLOGIE

activation et inactivation des génes,
incidence en cancérologie

Les théories du cancer qui ont prévalu ces vingt derniéres années ont a I"origine une double conception : il faut une ou plu-
sieurs mutanons.des‘genes pour provoquer le cancer et, seules des substances extrémement proches. sinon identiques des
substances cancérogénes (mutagénes), seraient 3 méme de reconnaitre les cellules cancéreuses et de les détruire.

Sur la base de cette conception, la chimie de synthése a connu un essor extraordinaire en cancérologie. Mais actuellement,
force estde reconnaitre que la presque totalité des substances utilisées en chimiothérapie des cancers est incapable de distin-
guer les cellules saines des cellules cancéreuses, est hautement toxique, diminue les défenses de "organisme vis-a-vis des
agresseurs exogénes. En outre, les méfaits causés aux génes par les agents chimiques sont fréquents et variés et se traduisent
par des maladies diverses et graves. Ainsi, par exemple, la littérature cite de plus en plus souvent des cas de leucémie induite
par les traitements de la maladie de Hodgkin ; certains cancérologues ont pris récemment leurs distances face a la chimio-
thérapie classique. Ces mémes théories ont incité toute une génération de chercheurs a procéder a I'analyse des séquences
des genes portés par les ADN des cellules saines et cancéreuses. Etudes laborieuses et colteuses qui n’ont pas permis d'éta-
blir la corrélation espérée entre telle mutation et tel cancer.

Actuellement, la théorie des oncogénes semble bien admise. Les oncogénes sont des génes trouveés dans les cellules cancé-
reuses et dans les cellules saines, intervenant dans la différenciation cellulaire, dans I'embryogenése et au cours de la
regénération des tissus. Lors d’un processus cancéreux, ces génes seraient aclivés et joueraient un role déterminant dans la
prolifération des cellules cancéreuses. Le bouleversement quantitatif intervenant lors de la cancérogenese, favorisé et
entretenu par la destabilisation des génes, s’accompagne d'une déprogrammation des synthéses. d'ou modifications
qualitatives pouvant en outre étre favorisées par des aléas au niveau de la structure primaire, aléas d'autant plus fréquents

que I’ADN est relaxé.

Laboratoire de Pharmacologie, Centre d’Etudes Pharmaceutiques de C| ha‘l}nay—Malabry.

corrélation entre potentiel cancérogéne des molécules,
déstabilisation des ADN cellulaires, synthese in vitro des ADN

et multiplication in vivo des cellules cancéreuses

De nombreux travaux scientifiques
montrent que dans les tumeurs humaines,
plusieurs oncogénes cellulaires sont expri-
més ainsi que les génes embryonnaires,
leur activité étant dans la majorité des cas
simplement supérieure a celle trouvée
dans les cellules des tissus normaux. La
synthése d'une proléiné, normaie ou pas,
impose au niveau du géne correspondant,

qu'il y ait accés de I'ARN polymérase et

copie du géne en ARN messager. Ce pro-
cessus ne peut s'eflectuer sans ouverture
locale de la chaine d’ADN.

Dans notre laboratoire. nous avons
trouvé qu'il existe une différence entre les
ADN (génes) des cellules saines et les
ADN des cellules cancéreuses ; cette difTé-
rence porte essentiellement surlastructure
secondaire des ADN et sur leur eflicacité
matricietle lors de la synthése d'un nouvel
ADN et surtout lors de la transcription en
ARN messager. Les génes des cellules can-
céreuses s’expriment davantage, plus vite
et plus complétement que les génes corres-
pondants des c:ellules normales, en raison
d'une destabilisation (mesurable par plu-
sieurs critéres chimiques et physiques) des
doubles liaisons hydrogénes unissant les
deux brins de I'ADN. Cet état «relaxé» a
élé constaté sur plus d'une quinzaine
d’ADN isolés de cellules cancéreuses (ani-
males, humaines, végétales) alors que les

ADN des cellules saines sont stables
(figures 1 et 2).

Létat destabilisé confére i ces ADNune
fragilité et une «réceptivité» extraordi-
naire qui fajt qu'en présence d'un trés
grand nombre de molécules chimiques
{cancérogénes, antibiotiques, antimitoti-
ques, colorants, pesticides, certains médi-

caments...) ou biologiques (hormones.
peptides, acides nucléiques...) ces ADN se
destabilisent encore davantage (figure 2)
sans changement de structure primaire. La
synthése excessive d’une protéine exige le
maintien séparé des deux brins de la chaine
d’ADN durant une période anormalement
prolongée. Cependant, deschainesd’ADN
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REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LOUVERTURE ET DE LA FERMETURE
DES CHAINES D'ADN EN PRESENCE D'UN CANCEROGENE.
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INCIDENCE EN CANCEROLOGIE

SYNTHESE /Y FITRO D’'ADN ISOLES ET PURIFIES DE TISSUS
SAINS (TISSU NORMAL DE SEIN HUMAIN) ET CANCEREUX
{CANCER DU SEIN HUMAIN) EN PRESENCE DE DIVERSES
SUBSTANCES.

Figure 3 - Sur I'ADN matrice (ADN matrice isolé de cellules saines ou ADN
matnice isolé de cellules cancéreuses de tissus homologues), I'enzyme ADN
poilvmérase. en presence des composés necessaires a la synthese dont 4 nucleo-
side-3-triphosphales ({'un érant radivactif) svathétise un polymére radioactif
acido-précipitable, c'est-g-dire un nouvel ADN copie de la matrice fournie. La
ligure montre que I'ADN d’origine canceéreuse. plus déstabilisé, est meilleure
matrice que I'ADN sain e1 que sa synihése est Jortemeni stimulée parle DMBA
(cancerogene). la progestérone (hormone). la mitomycine C (antibiotique). la
daunorubicine (antimitotique).
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. Figure 2 - La déstabilisation des ligisons hydrogénes reliant les deux brins des
DOMBA Progestérone ADN a éié évaluée par I'hyperchromicité des ADN, ¢'esi-d-dire par mesure du
o ADN szin coefficient d'extinction en ulira-violet (260 nm) de chaque ADN purifié mis en
8r y-g 4 —_ presence d'une substance exogéne. Un ADN complétement «ouvert» en pre-
,o’/ e . sence de KOH 0,2 N exprime une hyperchronucité d’environ J0-50 %, L'elfet
6} 3 ,0’ O—0 additif des substances est illustre.
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MULTIPLICATION /¥ VIVO DES CELLULES ASCITIQUES
D'EHRLICH CHEZ LA SOURIS EN ABSENCE OU EN PRESENCE
DE DMBA.

Figure d - L'effet du DMBA a éié testé sur le développement tumoral des souris
inoculées avec des cellules ascitiques d'Ehrlich. Un groupe de souris a recit e
Jaibles doses de DMBA par inoculation intra-musculaire pendani 3 jours con-
sécutifs. Toutes les souris ont éié pesées a intervalles réguliers. La Jigure
montre que le poids moyen des souris iraitées augmente plus rap{dﬂm'nl que
cefui des 1émoins (sans DMBA). Il a é1é vérifié qu’au vingtiéme jour le poids
moven des tumeurs excisees chez les 1émoins était de 4550 U3 et que celui
des tumeurs excisées chez les souris traitées avec DMBA était de 10.8gx 0.
Des résultats similaires ont é1é obrenus avec le CCNU.
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CYCLOPHOSPHAMIDE) ANTIBIOTIQUE {MITOMYCINE C). —— 0
HORMONE (AlA), OPINE (OCTOPINE). 3 241
Figure 6 - Origine des ADN utilisés : tiges de pois sains et tumeurs de Crown-
gall mdunes sur pois par A. wumefaciens. La technique expérimentale est oo l8n

identique a celle uul:see pour les tissus humains (voir Jigure 3).

STIMULATION DE LA MULTIPLICATION £V V1V0 DES
CELLULES DE CROWN-GALL EN PRESENCE DE
DAUNORUBICINE (ANTIMITOTIQUE A POTENTIEL

CANCEROGENE).

Figure 7~ On a testé de méme la cyclophosphamide, le DMBA, I'Al A et 'octo-
pine. Les diverses substances ont étéintroduites dans les tumetirs de pois apreés
scarification légére des tissus a des temps variés apres linfection bactérienne
(24 ou 48 h apres les bactéries : dans certains cas en méme temps que les bacte-
ries (To)). Au 1 X" jour, les tumeurs ont éié excisées et leurs poids comparés a
ceux des tumeurs 1émoins non traitées. A faibles concentrations, ces substan-
ces agissent comme oncostimulants (1'absence de cellules « transformées » au
moment de l'induction explique la non action des substances a To). A concen-
trations élevées elles présentent un for1 elfet inhibanr mais sans dommage

apparent sur la croissance des plantes.
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corrélation entre potentiel anticancéreux
restabilisation des ADN cellulaires et
arrét de la synthése in vitro de ces ADN

La compréhension d'un mécanisme
biologique au niveau de la réplication et
transcription de I'ADN donne des armes
pour le combattre. Le fait méme que tous
les cancérogénes (la concentration est
mpormnte) destabilisent les ADN - peu
mais de lacon cependanl perceptibie les
ADN des cellules saines et trés vigoureuse-

ment les ADN destabilisés (cellules aner-
giées, précancéreuses ou cancéreuses) -
laissait a penser qu'il existerait des molécu-
les qui, en se fixant sélectivement aux por-
tions non appariées des ADN destabilisés,
s'opposeraient a ce déséquilibre ; en main-
tenant une sorte de «lien» entre les deux
brins de la chaine, ces molécules soit fuvori-

seraient le retour vers un état déquilibre
normal, soit s"opposeraient par obstruction
mécanique a 'expression de ces génes. De
nombreuses substances ont été testées i
cet effet dans notre laboratoire, et parmi
elles, quelques-unes se sont révélées &tre
capables de s’opposer a I'ouverture exces-
sive des chaines d’ADN.

A la corrélation précédente :
ouverture forte accélération de
la synthése d"ADN et synthése abondante
mais anarchique de protéines, nous trou-
vons, en présence de ces substances, une
autre corrélation : inhibition de 1‘0uv_erlpre
des chaines d'ADN normalisation
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devenues trop éloignées I'une de l'autre
subissent facilement des cassures et (ixent
davantage certiines molécules que les
chaines en double hélice, (avorisant
d'éventuels changements de structures, les
brins dépnreillés{élam, on le sait, beaucoup
plus vulnérables a l'action des muitiples
molécules endogénes et exogénes. Ainsi,
les nucléases et divers agents chimiques
sont alors susceptibles d'introduire des cas-
sures, des délétions (migration d’un seg-
ment de géne qui se perd ou qui migre sur
un autre chromosome) et des mutations
peuvent survenir,

Lamplification d'activité de certains
génes, lors de la destabilisation locale de
I'ADN, est limitée par les génes voisins. En
amont ou en aval du géne «ouvert» se pro-
duisent des tensions, des étirements, se tra-
duisant ici par I'amplilication de I'expres-
sion de tel géne, la par une réduction d’ex-
pression de tel autre géne. Trop ouverts, les

génes ne fonctionnent plus de fagon coor-
donnée avec les divers éléments de la cel-
lule. Pour une ouverture locale des chaines
d’ADN. ily a parfaite corrélation entre I"ac-
tion d'un cancérogéne sur I'ouverture des
ADN (mesurée par I'hyperchromicité)(fi-
gure 2), la capacité de ces ADN a synthéti-
ser un nouvel ADN, premiére étape de la
réplication cellulaire (figure 3), et la quan-
tité du produit synthétisé avec pour corro-
laire une forte accélération de la multiplica-
tion du nombre des cellules cancéreusesen
présence du cancérogéne (figure 4),

Ce qui est vrai dans le monde animal
I’est également dans le régne végétal. La
aussi se retrouve la corrélation entre la des-
tabilisation de la double chaine d'ADN, le
fonctionnement des génes et la cancérisa-
tion des plantes. Les tumeurs de crown:
gall, causées chez certains végétaux par
une bactérie du sol Agrobacterium tumefa-
ciens, possédent un ADN relaxé qui sous

'influence de diverses molécules (cancéro-
génes. antimitotiques. auxine (hormone
spécifiquement végétle), opines (métabo-
lites anormalement synthétisés dans ces
tumeurs) se destabilise encore davantage
(figure 5) accélérant alors le processus de
synthése in virro d'ADN (ligure 6) 2t de
multiplication in vivo des cellules tumoru-
les (figures 7). Sous 'influence des auxines.
les tissus sains en culture peuvent acquérir
certaines caractéristiques des tissus tumo-
raux, comme la syvnthése d‘opines et
notamment la perte de dépendance a
I'égard des substances de croissances exo-
génes habituellement requises. Ces tissus
sont dits «anergiés». Le comportement in
vitro de leur ADN est intermédiaire entre
celui du tissu de crown-gull et du tissu sain
dont il semble se dilTérencier progressive-
ment sous l"action répétitive et cumulative
de "hormone.
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EFFETS DE DIVERSES SUBSTANCES SUR LA SEPARATION DES
CHA\!{#ES DES ADN SAINS ET CANCEREUX DES TISSUS DE
PLAD S. j

Figure 5 - Origine des ADN wiilisés : tiges de pois sains et tumeurs de crown-
rall induites sur pois par une bactérie Agrobacterium tumefaciens. L ‘hyper-
chromicué des ADN purifiés a é:* évaluée en présence d'un canceérogéne
(DMBA). d'antimitotiques uiilisés en chimiothérapie humaine (daunorubi-

cine. cyclophosphamide). d ‘une hormone véeciale (d(’i(/(.iq({n/t“]-d(‘t‘l.lt_ﬂl( =
AlA) ou d'opines (octopine ou nopaline, substances specifiques mml; Ier.r en
quantité abondante dans les tumeurs provoquées sur des planies senst hl'.\'l’ﬂf
les bactéries A. t(umclaciens). /1y a peuou pas d ‘augmentation dansla wr.p-
tion en U.V. de I'ADN sain incubé en présence de ces d[[lfvrnu's subslanul-s
alors que les chaines de I'ADN de crown-gall s'vuvrent d ‘autant plus que la
concentration en produils testés est plus imporiamie.(KOH correspond a une
ouverture totale de 'ADN).
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9t 9t SYNTIHESE /V ¥ITRO D' ADN IS.(A)L.I‘ES ET PURIFIES DE TISSUS
A \ 8 SAINS ET CANCERLEUN EN PRESENCE 1) L':\t SUBSTANCE
e el 2 ¢—— ADN sain SPECIFIQUEMENT ANTICANCEREUSE (BG-8).
LA & r ‘\ O==~0 ADN cancéreux ) .
i\ Figure 8 - Origine des ADN unilises :
Sty A2 ADN de plante, tige de pois sain et iimenr de crown-gall.
\ B : ADN de tissus végetaux (vigne-vieree) entretents in NiEO. lisstsain of tissie
5t b\ de crown-gall.
4 \, pois C: ADN du scin. normal ¢t cancérenx. '
I \o\ D: ADN du cancer du scin incubé en prosence de DMBA seul ou de DMBA
3k \ associé an BG-§. ) ) )

a Yo Les conditions experimentales sont identigues a celles décites ficure 3. On
e 2F ajete en plus an milicy d’incubation une subsiance. BG-X, isolee dans notre
od Iy luboratoire, en concentrations croissanies. Cetie .vtgh.wlumr se five \'rlg'rri\'c'-
2 ~o ment sur les seuls ADN cancereux (zones destabilisces) et blogue leur réplica-
2 L L, tion. La figure 8 D montre que méme on presence d un cancéngene ID.\IB.-‘t ).
2 rE— s . {wi-méme stimulant la synthesein viteo des ADN destabilises (vour figures 3ot
5 O 20140 5o 80 100 120 0 20 40 60 &0 100120 6). anticancéreux BG-S bloguc la réplication de I'ADN ¢t ne permet plus au
£ BG-8 (pgressan cancervgene d'exercer son action.
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POURCENTAGE DE SURVIE DE DIFFERENTES LIGNEES
CELLULAIRES BIEN ETABLIES. SAINES ET TUMORALES,
CULTIVEES /N VITRO. ET TRAITEES PAR UN ANTICANCEREUX
SPECIFIQUE (BG-8).
Figure Y- Lignées normales : Véro (rein de singe), RC (cornée de lapin) et BHK
(rein de jeune hamster). Lignées cancéreuses humaines : KB, Hela et Hepll:L.
" clone isolé de cellules BHK.
Les cellules on é1é mainienues en culture aseptique. Des concentrations crois-
sanics de BG-8 ont é1é vjoutées aux milieux de culture en méme femps que
linoculum (ou bien 3 jours aprés l'inoculation selon les expériences). Les cel-
lules non détruites nnt ¢1é comprces chaque jour pendant 14 jours et leur viabi-

lité contrélée par injection a des souris spécifiquement réceptives (souris
nude).

SURVIE DES SOURIS PORTEUSES DU CANCER LYMPHOME
YC8 APRES TRAITEMENT PAR BG-8 SEUL OU ASSOC IE A UN
ANTIMITOTIQUE (DAUNORUBICINE OU CCNUL.

Figure 10 - 120 souris ont é1¢ inoculées avee dos cellules cancérenses (hm-
phome YC &) par injection intraperitonéale. Un groupe de 20 souris .‘\"cp'/‘:lc
controle tandis que les auires ons é¢ tranées dens fois par jour pur‘B(l-.\ (2AX)
wex 2. par la daunorubicine (10pg x 2), on parle CCNU L -mm.: N st ulrllf
$¢s chacun separément soit utilisés en association (groupes de 20 sours), 1.4“.\
Souris survivanies ont ¢é chagire pur comprées of pesées, cect peadant 26

Jours. Senles celles qui ont survecu en excetlentes conditions 9 jours apres la

mort des temoins ont ¢ considérees conme QUerics.



EFFETS DE BG-8 SUR LA CROISSANCE DE MASSIFS
CELLULAIRES DE VIGNE-VIERGE SAINS ET CANCEREUX
MAINTENUS EN CULTURE [N VITRO.

Figure |1 - Les rissus de vigHe-vierge Ont cre eniretenis aseptiquement surin
miliew de culture adéquat (sels mineraux plus élements organigues) en pre-
sence (1issus sains) ou en absence (tissus de crown-gall) d’hormones dont
I"41 4. Les colonies tissulaires cultivées en milieu liquide agité onl eré mises en
présence de BG-§ a différentes concenirations {a I'exceprion des fivles
1emoins) pendani 13 jours. Chaque condition comporte 13 echantillons. On
determine le poids de matiere seche partivle audéburdel ‘experience(lesissus
sont seches pendant 3 jours a Vetuve a 30°C). Aubout de 13 jourson détermine
le ponds de matiere seche des tissus de chayue fiole et on en soustrail le poids
pitial moven, Luccroissementt pour chagque condition étudice est calculé et
exprime ¢n pourcentage par rappor ul [emoin non (raite.
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DEVELOPPEMENT DES TUMEURS DE CROWN-GALL EN
ABSENCE OU EN PRESENCE DE SUBSTANCE
ANTICANCEREUSE (BG-8).

Figure 12

4+ a droite, tumeur (émoin induite sur pois par A. tumetaciens: a gauche.
plaie non wocutee.

B et C: plaies infectées par A. \umeluciens ef rrairees par BG-8 (23 pg) aux
temps O (au moment de l'infection par les bactéries), 24 heures. 4 a 8 jours

apres l'infection (de gauche a droite). ) )
T.U Ve W: Tumeurs de crown-gallinduites surchrysanthemes au miveau des
tiges(Tet U) parinoculation Jes bactéries etau niveau des racines (Ver W _)par
immersion des jennes plantes dans une suspension bacrefr'erme. Tr.uUJU“fS
apres l'infection les planies ont o6 enlevees du sol. immersees dans l'eau(Tet
V) ou dans une solution aquetse de BG-8 (2 mg/mi pendant 6 heures) (U et
W), puis replantées dans les mémes pots. Photos prises g 12jours pour fes pois.
a 30 jours pour les chrysantheémes.
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INCIDENCE EN CANCEROLOGIE

k)

dutaux de synthése d"ADN ou forte inhibi-
tion de la réplication (figure 8). Cette corré-
lation inverse est également valable pour
les cellules des mammiféres. (humains
compris) et des végétaux,

que se passe-t-il in situ

. @ Sur les cellules de mammiferes en cul-
ture in vitro, I'effet anticancéreux de ces.

substances, sans effet toxique sur les cellu-
les saines, a été démontré (figure 9).

o Chez les animaux de laboratoire, ces
substances ont été testées avec beaucoup
de succés dans plusieurs types de cancers
greffables et les animaux guéris ne souf-
frent d'aucun effet secondaire toxique
(figure 10). Ces résultats peuvent étre
encore améliorés si I'on associe ce traite-
ment & une légére. chimiothérapie (5-
fluorcuracile ou daunorubicine ou CCNU
endoses faibles) (ou une légére radiothéra-
pie), le but étant de favoriser ainsi la desta-
bilisation des ADN et donc la fixation sur
ces zones fragiles de notre substance.

o Chez les humains, dans plusieurs types
de cancers, ces substances, associées i une
chimiothérapie ou une radiothérapie allé-

gée, se sont révélées trés actives, mais les
résuitats ne sont pas encore publiés.

o Chezles plantes, la croissance de massifs
cellulaires de tissus de crown-gall cultivés
in vitro est fortement inhibée par ces subs-
tances alors que celles des tissus sains n'est
pas affectée(figure 11).Ces mémes substan-
ces inhibent considérablement le dévelop-
pement in vivo des tumeurs de crown-gall
sansaucun effet néfaste surla croissance de
la plante (figure 12).

En présence de ces substances spécifi-
quement anticancéreuses, la fermeture des
chaines d’ADN, observée in vitro, corres-
pond a un arrét de la synthése in vitro de
I'ADN et & une inhibition de la multiplica-
tion des cellules cancéreuses in vivo. Dans
le cadre de cet article nous ne pouvons ni
entrer dans {e détail ni citer plus ample-
ment les exemples et renvoyons le lecteur
intéressé au livre* exposant la théorie,
sommairement résumée ici, de I'activation
ou inactivation des génes en présence de
molécules-clés.

conclusion

Sous I'influence de molécules endogeé-
nes ou exogénes il est possible de moduler
Pouverture et Ia fermeture des chaines

M.Beljanski
L.Le Goff
M.S.Beljanski
M.Plawecki

. d"ADN. Ce processus correspond en fait

une activation ou inactivation de I'expres-
sion des genes. Lors de la cancérisation, il
se produit une activation excessive et per-
manente de certains génes avec synthéses
surabondantes de certaines protéines. Les
zones dépareillées sont alors le siége de
fixation de molécules diverses, souvent
dangereuses et de cassures. [nversement,
la fixation sur ces zones élargies de molé-
cules spécifiques capables de maintenir
une certaine cohésion et le ressérement
des chaines conduit & une inactivation'
de I'expression de ces génes avec pour con-
séquence musellement du phénoméne
cancer.

Ce processus se trouve ainsi mieux
cerné dans le cadre du mécanisme biochi-
mique de I'expression des génes, outre
I'importance bien évidente de disposer de
molécules capables d'inactiver sélective-
ment les cellules cancéreuses sans toxicité
pour les cellules normales. m

*M. Beljanski. The regulation of DNA replica-

-tion and transcription. The role of irigger mole-
cules in normal and malignant gene expres-
sion. Experimenial biology and medecine. vol.
8. Ed. A. Wolsky, Karger 1983.
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