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INTRODUCTION

La croissance du cerveau est marquée par d'intenses phases de prolifération,
de migration, de différenciation et de mort cellulaire. La régulation de ces
phénomeénes reste mal connue, cependant une catégorie de molécules, les facteurs
de croissance et notamment les "fibroblast growth factors" (FGFs) suscitent un
intérét particulier. Les FGFs, ont été isolés a partir de la plupart des tissus de
I'organisme, mais leurs quantités apparaissent plus importante dans le cerveau par
rapport aux autres organes (revue dans Baird and Béhlen, 1989). Ces facteurs,
présentent a la fois des propriétés hypertrophiques et hyperplasiques, qui se
manifestent principalement par des effets mitogenes, angiogénes et
neurotrophiques. Cependant, bien que les FGFs aient été isolés du cerveau
embryonnaire (Risau, 1988), on ne sait pas si ces facteurs interviennent au cours
de son développement. L'activité biologique des FGFs étant médiée par des sites
de fixation membranaires, un moyen de comprendre la fonction éventuelle de ces
facteurs consiste a détecter la présence de leurs sites de fixation dans le cerveau et
a étudier leur régulation au cours du développement.

Nous nous sommes proposés dans ce travail, d'aborder la fonction des FGFs

par 1'étude de leurs sites de fixation au cours du développement du cerveau de
poulet. Apres avoir rappelé les données actuelles sur les FGFs et leurs récepteurs
(Généralités), nous consacrerons un premier chapitre 2 une étude globale de la
prolifération cellulaire, de la différenciation neuronale et de la présence des FGFs
au cours du développement du cerveau. Dans le deuxieme chapitre, nous
étudierons 1'expression des sites de fixation spécifiques des FGFs. Enfin, le
troisieme chapitre sera consacré aux glycosaminoglycannes du cerveau

embryonnaire, dont nous étudierons l'implication dans la fixation des FGFs.



GENERALITES

LES FACTEURS DE CROISSANCE.
I - INTRODUCTION

Les facteurs de croissance peuvent étre définis comme des molécules
polypeptidiques qui, ajoutés & un milieu de culture (contenant tous les éléments
nutritifs) induisent une réponse hyperplasique (mitogeéne) ou hypertrophique
(augmentation de la taille) des cellules contenues dans le milieu.

Jusqu'a présent, une trentaine de ces polypeptides ont ét€ recensés et bien que
la plupart restent probablement a découvrir, il est déja possible de les regrouper
en plusieurs grandes familles (tableau 1).

II - PRINCIPALES FAMILLES DE FACTEURS DE CROISSANCE

La famille EGF.

Cette famille regroupe les facteurs de croissance interagissant directement ou
indirectement avec le récepteur de I'Epidermal Growth Factor (EGF).

Purifié a partir de glande sous maxillaire de souris male, pour ses propriétés a
induire 'ouverture précoce des paupieres chez le souriceau (Cohen et al., 1962),
I'EGF est un peptide de poids moléculaire 6045 Da dont la séquence en acide
aminés (Taylor et al., 1972) présente 70% d’homologie avec 1'urogastrone purifié
a partir d'urines humaines (Gregory, 1975). La capacité de 'EGF a stimuler
I'ouverture des paupieéres est due a son activité mitogéne au niveau des cellules
épidermiques. In vitro, I'EGF stimule la prolifération d'un grand nombre de
cellules épithéliales et mésenchymateuses (Rose et al., 1976). Le géne codant pour
I'EGF a été cloné, séquencé (Gray et al., 1983), ce facteur est formé a partir d'un
précurseur de 128 Da dont les produits de clivage pourraient correspondre a
d'autres facteurs de croissance non encore découverts (Scott et al., 1983).

Le Transforming Growth Factor o (TGF ), produit par certaines tumeurs



ou des cellules transformées par des rétrovirus apparait structurellement
(séquence en acides aminés) et fonctionnellement (interaction avec le méme
récepteur, effet mitogéne) proche de I'EGF (Marquadt et al., 1984). De méme, le
Vaccinia Growth Factor (VGF), mitogéne produit par le virus de la vaccine

posséde une homologie avec I'EGF (Brown et al., 1985).

La famille PDGF.

Le Platelet Derived Growth Factor (PDGF) fut isolé et séquencé (Antonadies
et al.,, 1979) a partir de plaquettes sanguines humaines. Il est composé de deux
chaines polypeptidiques A et B de poids moléculaire respectivement 14 et 17 kDa
reliées entre elles par des ponts disulfures (Raines et Ross, 1982). Ces deux
chaines provenant de génes différents présentent 60% dhomologie dans leur
structure primaire et peuvent s'assembler pour former le PDGF A-A, le PDGF
A-B ainsi que le PDGF B-B. Ces isoformes de PDGF ont différents effets au
niveau de leurs cellules cibles, ainsi le PDGF A-B est mitogéne pour la plupart des
cellules mésenéhymateuses et les cellules gliales, chémoattractant pour les
fibroblastes et les cellules musculaires lisses, alors que le PDGF A-A ne présente
que trés peu d'activité mitogéne (Nister et al., 1988).

La famille des facteurs de croissance apparentés a l'insuline.

Les Insulin-like Growth Factors IGF I et IGF II, deux peptides présentant
50% d’homologie avec l'insuline ont pu étre caractérisés (revue dans Rechler and
Nissley, 1989). L'IGF I (MSA ou Somatomédine C) et I'IGF II (Somatomédine A)
sont sécrétés par le foie en réponse a une stimulation par I'hormone de croissance
circulante (GH). In vitro, les IGFs apparaissent étre des agents mitogénes et
parfois différentiateurs de nombreux types cellulaires d'origine ecto / méso / et
endodermique.



La famille du TGFB.

Le transforming growth factor 8 (TGFB), initialement purifié et caractérisé a
partir de plaquettes humaines (Assoian et al., 1983), du placenta humain (Frolik et
al., 1983) et du rein de boeuf (Roberts et al., 1983) est un peptide homodimérique
de poids moléculaire proche de 25 kDa. Cette premiere forme de TGFB isolée, fut
appelée TGFB1 aprés qu'une forme de structure voisine et appelée TGFB2 ait été
purifiée a partir des plaquettes porcines (Cheifettzz et al., 1987), des os de bovin
(Seyedin et al., 1985), de gliomes humains (Wrana et al., 1987). Les TGFBI et 82
présentent 72% d'’homologie, proviennent de précurseurs différents et ont des
propriétés biologiques comparables.

Initialement décrits comme étant capables de stimuler la croissance de cellules
non transformées en milieu solide, ces facteurs de croissance sont activateurs ou
inhibiteurs de la multiplication de nombreux types cellulaires (revue dans Roberts
and Sporn, 1989). D'autres substances telles que la Miillerian - inhibiting
substance (MIS) (Mason et al., 1985) et de la sous unité 8 des inhibiteurs et
activateurs de la sécrétion de folliculo stimulating factor (Vale et al., 1986), se

sont avérées étre des TGFRB-like proteines.

La famille des Heparin Binding Growth Factor.

Cette famille de facteurs de croissance notamment représentés par les FGFs
acide et basique regroupe les facteurs de croissance ayant une forte affinité pour
I'héparine et de nombreuses propriétés biologiques. Nous y consacrerons un
chapitre particulier.

Les trois familles suivantes de facteurs de croissance rassemblent des
polypeptides intervenant préférentiellement dans des processus physiologiques
précis, a savoir la croissance nerveuse, I'hématopoiése et la réponse immunitaire.



FAMILLES

MEMBRES

Epidermal growth factor
Platelet derived growth factor
Insulin and Insulin like growth factor

Transforming growth factor P

Heparin-binding growth factor
Facteurs de croissance nerveuse

Facteurs de croissance
hématopoiétiques
Facteur de croissance de la réponse
immunitaire

EGF - TGFa - VGF -
PDGFA - PDGFB - PDGFAB -
Insuline - IGF I - IGF II - Relaxin -

TGFB, - TGFB, - TGF B, - inhibin A -
inhibin B - Activin A - Activin A-B -
Mullerian inhibing - substance -

aFGF - bFGF - hst/ks - int-2 - FGFS5 -
FGF6 - FGF7 -

NGF - BDNF - CNTF -

Enytropoiétine - CSF 1 - CSF2-CSF 3 -

IL1-I2-IL3-04-1L5-1L6-

Tableau 1 : principales familles de facteurs de croissance

ENDOCRINE PARACRINE AUTOCRINE

Figure 1 : Mode d'action des facteurs de croissance ( d'aprés Sporn MB and

Todaro GJ, N Engl Med ; 303 : 878-880)




La Famille du NGF/BDNF/CNTF.

Ces facteurs sont caractérisés par une action essentiellement au niveau de la-
croissance nerveuse.

Le Nerve Growth Factor (NGF) isolé originellement a partir de la tumeur
Sarcome 180, de la glande a venin du serpent et de la glande sous-maxillaire de
souris (Levi-Montalcini et Angeletti, 1968) fut caractérisé biochimiquement
comme étant un homodimeére de 26 kDa (Angletti et Bradshaw, 1971) capable de
stimuler la croissance et la survie de fibres nerveuses parasympatiques
(Levi-Montalcini and Angeletti, 1963).

Le Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) isolé de l'oeil de poulet, du nerf
sciatique de rat et du coeur de boeuf (Barbin et al., 1984 ; Manthorpe et al., 1986;
Watters et Hendry, 1987) est un peptide stimulant la survie de ganglions ciliaires
en culture.

Le Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) purifié du cerveau de porc
(Barde et al., 1982) est un peptide favorisant la croissance des neurones sensoriels
de la rétine (Davies et al., 1986 ; Johnson et al., 1986).

La Famille des facteurs de croissance hématopoiétiques.

Jusqu'a présent, S principaux facteurs de croissance hématopoiétiques ont été
identifiés. Il s'agit de :
- L'érytropoiétine, dont deux formes différentes par leur niveau de glycosylation
ont été isolées, favorise la maturation des érythroblastes (revue dans Goldwasser
et al. 1989).
- Les Colony Stimulating Factor (CSF). Les CSF1 (M-CSF) et CSF-8 (G-CFS) de
PM 70-90 et 19 kDa induisent respectivement la formation de macrophages et de
granulocytes a partir des cellules souches (Stanley et Heard, 1977). Par contre, le
CSF-a (GM-CSF) est capable d'induire 2 la fois la formation des macrophages et
des granulocytes a partir des cellules souches (Stanley et Heard, 1977).



La famille des facteurs de croissance intervenant dans la réponse

immunitaire.

Cette famille comprend les interleukines 1 a 6. Les interleukines sont toutes
des glycoprotéines présentant des effets multiples sur les différentes cellules
impliquées dans la réponse immunitaire, mais aussi parfois sur d'autres types
cellulaires.

L'interleukine 1 (revue dans Schmidt et Tocci, 1989) produite essentiellement
par les macrophages et les monocytes active les lymphocytes T, la différenciation
des cellules B, mais aussi la sécrétion des prostaglandines et l'activation des
ostéoclastes. L'interleukine 2 (revue dans Hatakeyama et Taniguchi, 1989) de pM
15 kDa stimule la prolifération des lymphocytes T et B, des cellules tueuses
(Natural Killer) et la production d'interféron par les cellules B. L' interleukine 3
(revue dans Ihle, 1989) a déja été décrite dans la partie correspondant a la famille
des facteurs de croissance intervenant dans 1'hématopoiese ; elle stimule aussi la
croissance des macrophages. L'interleukine 4 (revue dans Yokota et al., 1989),
l'interleukine 5 (revue dans Honjo et Takatsu, 1989) et l'interleukine 6 ( revue
dans Hirano et Kishimoto, 1989) activent la croissance et la différenciation des

lymphocytes T et B mais aussi des hépatocytes et des plasmocytes.

Une classification des facteurs de croissance par familles, basée
essentiellement sur des critéres structuraux et/ou fonctionnels est nécessairement
artificielle de par la grande diversité des propriétés biologiques de ces molécules.
En effet, ces facteurs apparaissent véritablement multi-fonctionnels (Sporn and
Roberts, 1988). La plupart d'entre eux, non seulement sont capables de stimuler la
prolifération cellulaire de certaines cellules, alors qu'ils inhibent celle d'autres
cellules, mais de surcroit, ils possedent divers effets sans rapport avec le contréle
de la croissance. Ainsi 'EGF, qui stimule la prolifération des kératinocytes, inhibe
celle des cellules folliculaires, mais possede également la propriété de supprimer
la sécrétion d'HCI par les cellules gastriques. De méme, le TGFa active la
croissance des cellules épithéliales, inhibe celle de nombreuses cellules tumorales,

mais peut aussi inhiber la lipoprotéine lipase et stimuler la collagénase.



III- MECANISMES D'ACTION

Les facteurs de croissance sécrétés par une cellule productrice atteignent leurs
cellules cibles selon trois modes d'action représentés sur la figure 1. Le mode
endocrine dans lequel le facteur libéré et transporté dans la circulation sanguine
est utilisé pour les hormones mais également pour les IGFs. Le mode paracrine,
ou par diffusion, implique une action & courte distance et est utilisé pour la plupart
des facteurs de croissance. Enfin, le mode autocrine, dans lequel la cellule est
stimulée par le facteur qu'elle a produit ; ce facteur peut agir, aprés avoir été
sécrété via des récepteurs extérieurs ou sans étre sécrété via des récepteurs
intracellulaires. Le mode autocrine est hautement probable pour les facteurs de
croissance de type TGF et FGF. J

L'action au niveau cellulaire des facteurs de croissance est médiée par des
récepteurs membranaires spécifiques. Bien que la structure de tous les récepteurs
ne soit pas connue, il semble que la diversité structurale et fonctionnelle des
facteurs de croissance ne se retrouve pas au niveau de leurs récepteurs qui
présentent de nombreuses homologies structurales et paraissent utiliser des voies
de transduction voisines et qui avaient déja été décrites pour les hormones. Tous
les récepteurs de facteur de croissance, dont la structure est actuellement connue,
contiennent : 1) Un domaine extra-cellulaire contenant un ou plusieurs sites de
fixation du ligand, 2) Une chalne polypeptidique hydrophobe traversant la
membrane cellulaire, 3) Une chaine peptidique intracellulaire. Trois familles de
récepteurs présentant des homologies de structure primaire ont été identifiées. Il
s'agit des familles de type 1) Insuline/IGFI, 2) EGF et 3) PDGF et CSFL

Les récepteurs de la famille Insuline/IGF et de la famille EGF possédent un
domaine tyrosine kinase dans leurs fragments intracellulaires, domaine impliqué
dans la transduction du signal ; par contre, les récepteurs de type PDGF activent
par l'intermédiaire d'une protéine G la voie des inositides phosphates. La structure
du récepteur et les voies de transduction de nombreux facteurs de croissance

restent & définir, c'est le cas notamment des récepteurs de la famille des HBGFs.



Les étapes ultérieures a la fixation des facteurs de croissance sur leur récepteur, et
notamment l'induction de l'expression de certains génes demeurent trés mal

connues.
IV- ANALOGIES AVEC LES ONCOGENES

Un certain nombre de produits d'oncogénes présentent des analogies avec les
facteurs de croissance. De fagon schématique, on peut classer ces oncogenes en 3
catégories : 1) Les oncogénes codant pour des facteurs de croissance. Il s'agit
notamment de v-sis et de int 2/ hst /K FGF qui codent pour des peptides ayant un
haut degré dhomologie respectivement avec la chaine B du PDGEF et le bFGF. 2)
Oncogenes codant pour des récepteurs aux facteurs de croissance. Dans cette
catégorie, c-erb qui code pour un récepteur tronqué de I'EGF, de v-fms codant
le récepteur du CSF1 et de v-ros/met/vsea qui présentent de grandes homologies
avec le récepteur de l'insuline. 3) Oncogénes codant pour des signaux de
transduction des facteurs de croissance, par exemple src . code pour une tyrosine

kinase membranaire.
V - CONCLUSION.

Les données acquises jusqu'a présent, sur les facteurs de croissance nous
permettent de définir leurs caractéristiques biochimiques ainsi que celles de leurs
récepteurs et leurs propriétés biologiques in vitro. L'ensemble de ces
connaissances permet d'entrevoir de fortes potentialités d'application
thérapeutiques pour ces molécules. Cependant, celles-ci restent encore trés limitées
a l'heure actuelle, notamment par le fait que la biologie "in vivo" des facteurs de
croissance est trés mal connue, en effet, dans la grande majorité des cas, on ignore
presque tout de la fonction de ces molécules dans I'organisme. C'est en particulier

le cas des FGFs que nous allons maintenant décrire.



FIBROBLAST GROWTH FACTORS

I - INTRODUCTION

La présence de substances capables de stimuler la prolifération des
fibroblastes dans des extraits de cerveau et dhypophyse a été établie des 1939
(Trowell et al., 1939 ; Hoffman, 1940) et confirmée plus récemment (Armelin et
al., 1973). Sur la base de ces travaux, un facteur mitogeéne actif sur les fibroblastes
a pu étre partiellement purifié a partir d'extraits de cerveaux et d'hypophyses et
fut nommé le Fibroblast Growth Factor (FGF) (Gospodarowicz 1974, 1975). La
molécule décrite possédait un PM de 12 kDa, un point isoélectrique basique et était
sensible 4 des variations de pH et de température. Quelques années plus tard,
I'existence d'un autre facteur de croissance des fibroblastes fut établie a partir des
mémes sources (cerveau et hypohyse) et, en raison de son pl acide, fut nommé
FGF acide (Thomas et al., 1980 ; Gambarini et Armelin, 1982) par rapport a son
homologue a pI bas : le FGF basique. Pendant les années qui suivirent, les
recherches se porteront sur la structure de ces facteurs qui finirent par étre
purifiés a homogéneité : le FGF basique a partir de 'hypophyse (Béhlen et al.
1984) et le FGF acide a partir du cerveau (Thomas et al., 1984). Les éléments de
séquence en acides aminés de ces polypeptides indiquérent que leur activité
mitogéne commune pour les fibroblastes était imputable & leurs homologies de
structure. Il a été montré ensuite que ces facteurs de croissance possédent une
forte affinité pour 1'héparine (Gospodarowicz et al., 1984 ; Bohlen et al., 1985) ce
qui simplifia grandement leur purification par des méthodes de chromatographie
d'affinité et donna naissance a une autre appellation pour ces molécules : les
"Heparin Binding Growth Factors", dont la famille ne cesse de s'agrandir depuis
quelques années.
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II - SEQUENCES EN ACIDES AMINES.

Le FGF basique initialement isolé d'extraits hypophysaires est constitué d'une
seule chaine polypeptidique de 146 acides aminés d'un pM de 16,5 kDa (Esch et
al., 1985 ; Simpson et al., 1987). D'autres formes possédant une partic N
terminale plus étendue (155-157 acides aminés au total) ont également ét€ isolées
(Ueno et al., 1986a ; Story et al.,, 1987 ; Sommer et al., 1987) ou clonées
(Abraham et al., 1986a).

La signification biologique de ces différentes formes n'est pas connue et
pourrait traduire soit une hétérogénéité résultant des différents modes
d'extraction, soit l'existence de formes précurseurs. Moscatelli et al (1987b) ont
décrit 1'existence dans le cerveau de porc d'une forme de FGF basique de 25 kDa,
capable d'avoir un effet biologique et pouvant étre converti en une forme de 18
kDa apres digestion trypsique.

Les FGFs acides bovin et humain initialement purifiés d'extraits de cerveaux
sont constitués d'une chaine polypeptidique de 140 acides aminés et posseédent un
pM de 15,5 kDa (Gimenez-Gallego et al. 1986a, Gautschi-Sova et al., 1986) (Fig.
2). Comme dans le cas du FGF basique, une forme possédant une partie N
terminale plus étendue a également ét€ décrite (Jaye et al., 1986), ainsi que
l'existence de formes tronquées (Harper et al., 1986 ; Gimenez-Gallego, 1986a).

L'analyse des structures primaires des FGF acide et basique montre que ces
facteurs présentent 53% dhomologie ainsi qu'une alanine acétylée en position N
terminale (Fig. 2). De plus, il existe une homologie entre ces facteurs et 1'IL1c et
I'TL1B (19 et 20% respectivement), la Tachykinine et la Bombésine
(Gimenez-Gallego et al., 1985). La signification de ces homologies n'est pas
connue.

Cinq autres polypeptides ont été classés dans la famille des FGFs. Le premier
est la protéine codée par 1'oncogene hst/ks qui posseéde 206 acides aminés et une
homologie de 40% avec le FGF basique (Yoshida et al., 1987 ; Barr et al., 1988).
Le second est codé par l'oncogeéne inz-2, comprend 243 acides aminés et est

l'homologue des FGFs acide et basique. Le troisieme appelé FGFS est un
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Figure 2 : Structure primaire des FGFs. Les séquences en acides aminés pour le
FGFb humain (Abraham et al., 1986b), le FGFa humain (J aye et al.,
1986), hst/ks (Delli Bovi et al., 1987 ; Barr et al., 1988), le FGF5
(Zhan et al., 1988) et int-2 (Dickson et Peters, 1987) sont alignées, les
séquences communes aux 5 formes sont indiquées par un trait noir, et

les homologies significatives par un astérisque (d'aprés Baird et
Bohlen,1989).
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protooncogeéne de 267 acides aminés présentant 50% d’homologie avec les FGFs
acide et basique (Zhan et al., 1988). Récemment, les FGF6 (Marics et al., 1989) et
KGF/FGF7 (Rubin et al. 1989) ont été décrits.

III - BIOLOGIE MOLECULAIRE, BIOSYNTHESE ET SECRETION.

Les ADNc codant pour le FGF acide humain (Jaye et al., 1986) et le FGF
basique bovin (Abraham et al., 1986a), humain (Abraham et al., 1986b) et murin
(Shimasaki et al., 1988) ont été clonés et séquencés. Leurs séquences sont en
accord avec les données biochimiques précédemment rapportées. Le FGF acide et
son homologue basique sont codés par des genes différents qui sont présents en
une seule copie dans le génome. Chez l'homme, le géne du FGF acide est
positionné sur le chromosome 5 (Jaye et al., 1986) alors que celui du FGF basique
se trouve sur le chromosome 4 (Mergia et al., 1986). Les 2 génes sont similaires
dans leur organisation générale et contiennent 3 exons séparés par 2 larges
introns. Comme dans le cas des protéines correspondantes, les structures primaires
des génes des FGFs acide et basique sont trés homologues, ce qui suggére
l'existence d'un geéne ancestral commun.

Les ARNm transcrits a partir de ces genes sont constitués de 4,8 Kb pour le
FGF acide et de 7-3,7 Kb pour le FGF basique, dans ce dernier cas, une forme de
1,4 Kb est parfois détectée. Un fait intriguant est 1'absence de séquence signal pour
les FGFs basique et acide (Jaye et al., 1986 ; Abraham et al., 1986¢). La présence
d'une séquence signal est jusqu'a présent considérée comme indispensable pour la
sécrétion d'un peptide hors de la cellule productrice. Ceci est en contradiction
avec le fait que les FGFs : 1) sont présents dans des milieux de culture contenant
des cellules productrices de ces facteurs de croissance 2) sont détectés dans les
matrices extra-cellulaires in vitro (Friesel et al. 1988) et in vivo (Gonzalés et al.
1990) 3) possedent des récepteurs extracellulaires comme en témoigne la
stimulation par du FGF exogéne. Quoique cette contradiction apparente ne soit pas

encore expliquée, il faut noter que d'autres membres de la famille FGF, hst/Ks et
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FGF5 possedent une séquence signal. L'absence de séquence signal constitue une
parenté supplémentaire entre les FGFs acide et basique et les interleukines (March,
1985).

IV - DISTRIBUTION TISSULAIRE ET CELLULAIRE.

La découverte du fait que les FGFs possedent une forte affinité pour
I'héparine a permis de purifier jusqu'a homogénéité de nombreuses molécules
mitogenes incomplétement caractérisées qui se sont avérées étre semblables aux
FGFs acide ou basique. Ces différents facteurs, homologues des FGFs basique et
acide sont rapportés dans les tableaux 2 et 3 .

Le FGF basique originellement purifié a partir de I'hypophyse et du cerveau a

une concentration de 0,5 mg/Kg est présent dans pratiquemment tous les tissus de
| I'organisme, a des concentrations cependant 10 & 50 fois moindre (tableau 2) ; il
est également synthétisé par une grande variété de types cellulaires normaux et
transformés en culture (tableau 2). Le FGF acide fut longtemps considéré comme
plus spécifique du tissu nerveux puisqu'il n'avait été isolé que du cerveau (Lobb et
Fett, 1984), de la rétine (Courty et al., 1985) dans lesquel il est présent a forte
concentration : 0,4 mg/Kg. Récemment, il a aussi été identifié dans le rein
(Gautshi-Sova et al., 1987), le coeur (Thompson et al., 1986) et I'os (Hauschka et
al., 1986). De plus, de nombreux types cellulaires en culture synthétisent le FGF
acide (tableau 3).

V - PROPRIETES BIOLOGIQUES IN VITRO.
Le caractére pléiotropique des facteurs de croissance se trouve

particuli¢rement bien illustré au niveau des FGFs qui se révélent &tre mitogénes,

différentiateurs ou chémotactiques.

- Effets mitogénes. Les FGFs acide et basique sont de puissants inducteurs des
syntheses d'ADN pour une grande variété de cellules essentiellement d'origine



TISSUS

APPELLATIONS

REFERENCES

Cerveau

Oeil

Rein

Coeur

Os

FGF acide

Astroglial growth factor 1 (AGF I)
Heparin binding growth factor I (HBGF I)
Endothelial cell growth factor (ECGF)
Brain derived growth factor I (BDGF I)
Eye derived growth factor I (EDGF II)
Retina derived growth factor I (RDGF I)

Embryonic kidney derived angiogenic factor
(EKdJAF)

FGF acide

FGF acide

FGF acide

Thomas et al., 1984
Pettmann et al., 1985
Lobb et Fett, 1984
Maciag et al., 1982
Jaye et al, 1986
Courty et al., 1985

D'Amore et Klagsbrun, 1984

Risau et Ekblom, 1986
Gautschi-Sova et al., 1987

Thompson et al., 1986

Hauschka et al., 1986

Tableau 2 : Distribution tissulaire et cellulaire du FGF acide




TISSUS APPELLATIONS REFERENCES
Hypophyse | FGF basique Bohlen et al., 1984
Cerveau FGF basique Gospodarowicz et al., 1984

Astroglial growth factor II (AGF II) Pettman et al.., 1985

Heparin binding growth factor II (HBGF II) | Lobb et Fett 1984

Brain derived growth factor II (BDGF II) Jaye et al., 1986

Oeil Eye derived growth factor I (EDGF I) Courty et al, 1985

Retina derived growth factor II (RDGF II) ID'Amore et Klagsbrun, 1984
Surrenale Adrenal growth factor (AGF) Gospodarowicz et al., 1986b
Ovaire Ovarian growth factor (OGF) Makris et al., 1984
Testicule Seminiferous growth factor (SGF) Bellvé et Feige, 1984
Rein Kidney angiogenic factor (KAF) Baird et al., 1985b
Thymus Heparin binding growth factor Gospodarowicz et al., 1987
Foie Hepatocyte growth factor (HGF) Ueno et al., 1986b |
Muscle Myogenic growth factor MGF) Kardami et al., 1985
Coeur Heparin binding growth factor Thompson et al., 1986
Placenta Placental angiogenic factor Moscatelli et al., 1987
Os Bone growth factor (BGF) Matsuo et al., 1987
Cartilage Cartilage derived growth factor (CDGF) Klagsbrun et Beckoff, 1980
Prostate Prostate growth factor (PGF) Story et al., 1987

Tableau 3 : Distribution tissulaire et cellulaire du FGF basique
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mésodermique et neuroectodermique telles que les cellules endothéliales (Maciag
et al., 1982 ; Folkman et Klagsbrun, 1988), les cellules musculaires lisses (Winkles
et al., 1987 ; Gospodarowicz et al., 1985), les cellules épithéliales (Courty et al.,
1985 ; Barritault et al., 1981), les fibroblastes (Gospodarowicz et al., 1974), les
myoblastes (Kardami et al., 1985), les myocytes (Lathrop et al., 1985a), les
ostéoblastes (Canalis et al., 1987), les chondrocytes (Kato et Gospodarowicz,
1985), les cellules corticosurrénaliennes (Schweigerer et al., 1987a), les
oligodendrocytes (Eccleston et Silvergerg, 1985), les astrocytes (Pettmann et al.,
1985), les précurseurs neuronaux (Gensburger et al. 1987). Le cas des cellules
tumorales sera abordé dans le paragraphe FGF et cancer.

Un effet différent des deux formes de FGFs a pu étre rapporté sur les
mélanocytes qui répondent a la forme basique exclusivement (Halaban et al.,
1987).

- Effets sur la différenciation cellulaire. De nombreux types cellulaires
répondant aux FGFs par une stimulation de leurs synthéses d'ADN peuvent
également se différencier sous I'action de ces facteurs. C'est le cas notamment des
cellules endothéliales (Presta et al., 1986), des myoblastes (Olwin and Hauschka,
1986), des myocytes (Lathrop et al., 1985a), des chondrocytes (Kato et
Gospodarowicz, 1985), des oligodendrocytes (Rogister et al., 1988), des astrocytes
(Morrisson et al., 1985). Pour certains types cellulaires, les FGFs n'ont pas d'effet
mitogéne mais agissent exclusivement sur la différenciation, c'est le cas des
cellules lactotropes et thyrotropes de 1'hypophyse (Baird et al., 1985¢) des cellules
tumorales (Mormeéde et al., 1988), et surtout des neurones (Morrisson et al., 1986,
Walicke et al., 1986 ; Unsicker et al., 1987 ; Lipton et al., 1988) et des cellules de
phéochromocytomes PC 12 (Togari et al., 1985) sur lesquelles les FGFs induisent
la poussée de neurites.

- Effets chémotactiques. Une action chémotactique du FGF acide a été
rapportée pour les cellules endothéliales (Terranova et al., 1985), les fibroblastes



14

et les astrocytes (Senior et al., 1986) et les cellules épithéliales (Valles et al.,
1990).

Le fait que les phénomeénes de chémotactisme nécessitent une réorganisation
du cytosquelette, tout comme les phénomeénes de prolifération et de
différenciation, suggeére que les effets chémotactiques ne seraient que des
conséquences secondaires de I'action du FGF sur les cellules. Cependant, de fortes
concentrations de FGF acide qui inhibent les synthéses d'ADN des cellules
BALB/c 3T3 permettent de stimuler leur mobilité (Chambard et al., 1987). Sur
les cellules de carcinomes de vessie (NBTII), les FGFs acide et basique
apparaissent mitogenes, alors que seul le FGF acide stimule la mobilité (Vallgs et
al., 1990). Ces résultats laissent supposer que les effets mitogénes et
chémotactiques des FGFs sont indépendants 1'un de I'autre.

VI - MECANISME D'ACTION

Le FGF, comme toutes les molécules "signal” de nature protéique intéragit
avec ses cellules cibles par l'intermédiaire de sites de fixation membranaires. Cette
interaction déclenche un signal de transduction qui permettra d'aboutir a I'effet
biologique. De plus, les FGFs sont capables de se fixer au niveau de certains
€léments de la matrice extra-cellulaire. Nous aborderons successivement chacun de
ces points.

A) Détection des sites de fixation membranaires

Les sites de fixation membranaires des FGFs ont été détectés in vitro, A partir
de cultures cellulaires et in vivo a partir de préparations membranaires. Les
techniques classiques de la réceptorologie ont été utilisées : dosages

radiorécepteurs, pontages moléculaires.
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Dosages radiorécepteurs
Les études radiorécepteurs menées avec du FGF acide ont permis d'établir la

présence de sites récepteurs de haute affinité sur de nombreux types cellulaires tels
que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les
hépatocytes et les cellules épithéliales ainsi que sur les membranes cellulaires de
cerveau, d'embryons de Xenope et de blasttme de régénération du membre
‘(tablea'u 4). Ces récepteurs ont une constante de dissociation (Kd) comprise entre
10 et 500 pM et leur nombre est compris entre 2000 et 180 000 sites par cellule.
Dans le cas des cellules d'hépatome, de carcinome de vessie ainsi qu'au niveau des
blast¢mes de régénération du membre, une seconde catégorie de sites
d'interaction, qualifiés de sites a basse affinité parce qu'ils présentent un Kd
compris entre 2 et 10nM, ont pu étre détectés. Leur capacité voisine de 200 000
sites par cellule apparait, dans les mémes conditions expérimentales, 10 fois
supérieure a celle des sites de haute affinité.

Les dosages radiorécepteurs réalisés avec du FGF basique ont montré la
présence de sites récepteurs a haute affinité sur les fibroblastes, les myoblastes, les
cellules endothéliales et divers types de cellules tumorales in vitro et in vivo au
niveau des membranes cellulaires de cerveau, de foie et de placenta (tableau 4).
Ces récepteurs présentent un Kd compris entre 20 et 500 pM et une capacité
comprise entre 5000 et 20000 sites par cellule. Comme dans le cas du FGF acide,
des sites a basse affinité ont été détectés in vitro au niveau des cellules
endothéliales, des cellules de cancer du sein et in vivo, au niveau des membranes
cellulaires de cerveau, de placenta et de tumeurs mammaires. Ces sites
d'interaction ont un Kd compris entre 2 et 10nM et une capacité de 200 000 a 600
000 sites par cellules.

Pontages moléculaires
Les expériences de pontage covalent réalisés entre entre FGFs radiomarqués

et protéines membranaires ont permis d'identifier des éléments récepteurs de PM

compris entre 65 et 190 kDa (tableau 4). Le fait que la migration



Kd Nombre de Poids moléculaire Références
sites/Cellule kDa
Fibroblastes 3T3 250pM 20 | 8700091200009  145/125%  [Neufeld et Gospodarowicz, 1985,
BHK 46pM 2 60 000 165 Olwin et Hauschka, 1986 86
Cellules endothéliales {2(2) PM b KN %8%2 508 Moscatell, 1987
n riescl et al.,
Cellules épithéliales 53 pM b 20 000° 130 ° Moénner et al., 1986
Cellules musculaires lisses nd nd 1502 Winkles et al., 1987
Neurones [500 p 16 500° 135/85° Walicke et al, 1989
[120 p 35-60 000P
PC 12 258 pMP 100 000° 145° Sharma et Dahiya, 1988
Hépatocytes 62 pM : 50002 120000 Kan et al., 1989
Myoblastes 10 pM 20002 165 Olwin et Hauschka, 1986
Cellules tumorales Mb 100-200 000 b
Sein 300572&% iOOOOOO tt; 85 Peyrat et al., en préparation
Rhabdomyosarcome nd nd Hondermarck et al., 1990e
Bladder (25 pMa 50002 1 Schweigerer et al., 1987
(3 aMP 116 000° 190/150/130 2 | Vallés et al., 1990
Hépatome % 9 gmg 150002 Kan et al., 1988
Myoépithéliales 35-276 pMP | 180 0002 1302 Ferning et al., 1990
Tissus Nombre de sitds/
mg protéines
Cerveau {30 ng 0,24 pmoles g 170b Courty et al., 1988
[ 3nM 51 pmole% Ledoux et al., 1989
Placenta [10 pM? 10 fmoles "
(60 nM 26-240 fmolelg 857/65 Hondermarck et al.., 1990b
5 a 30 fmoles a | Boilly et al., 1990
Blasteme H’S gﬁ a 30 pmoles? 11095 Hondermarck et Boilly, 1990
; b
Photorécepteurs de {‘3‘8&1‘(’}0 oM nd 160° Mascarelli et al, 1989
pE(f;:}fgm entierde | 100 P 0 2 500 fmoles 150 a,b | Olwin et Hauschka, 1990 ab
Xénope embryon 140 pl\'fi nd b 130/1402 Gillespie et al, 1989
e N b
Invertébrés Néréis % 30 nlIz'I %Opﬁ;xgllgssb 165/105/55 Blanckaert et al., 1990
Tumeurs b o
Sei 500 pr 200-500 fmoles . b Peyrat et al., en préparation
cm 5nMb 15 pmoles b Hondermarck et al. 1990¢
b Db
: [16 pM 13000
Gliomes (61 nMP® 95000° 145/130° | Morrisson et al., 1990
a a
[43 pM 11000
Prostate (238 pM2 320008 1292 Manson et al., 1989

Tableau 4 : Détection et caractérisation des récepteurs aux FGFs. Les études ont
été réalisées avec le FGF acide 2 et/ou avec le FGF basique b.
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électrophorétique des complexes FGF-récepteurs ne soit pas altérée en présence
d'agents réducteurs (Kan et al., 1988 ; Olwin et Hauschka, 1986 ; Friesel et al.,
1986) indique que le récepteur est probablement constitué d'une seule chaine
polypeptidique. L'hétérogéneité des PM recensés au niveau des différents types
cellulaires se retrouve également pour un méme type cellulaire au niveau duquel
plusieurs formes de récepteurs avec des poids moléculaires variables peuvent étre
détectés. Quoique mal comprise, cette variabilité pourrait correspondre a
l'existence de différentes formes de récepteurs, mais s'explique peut-étre aussi par
des dégradations protéolytiques et/ou glycolytiques intervenant pendant la
préparation et le traitement des échantillons. En effet, le récepteur des cellules
endothéliales peut étre clivé chimiquement (Bromure de Cyanogéne) et
enzymatiquement (Trypsine) (Friesel et al., 1986), de plus, sur les neurones
hypothalamiques, le récepteur apparait sensible a la N-glycosidase F, enzyme
glycolytique qui peut diminuer de 15% son PM (Feige et al., 1988).

Lorsque les expériences de pontage moléculaire sont menées simultanément
avec les FGFs acides et basiques, il apparait que ces deux facteurs se fixent au
niveau d'éléments de méme poids moléculaires. Ainsi, au niveau des cellules
BHK-21 deux formes de PM 145 et 125 kDa fixent les deux formes de FGFs avec
cependant une différence d'affinité : la forme de 145 kDa possédant une affinité
plus importante pour le FGF basique et la forme de 125 kDa pour le FGF acide
(Neufeld et Gospodarowicz, 1986). De méme, au niveau des membranes
cellulaires de cerveau (Ledoux et al., 1990) et de placenta (observations
personnelles), les deux formes de FGs entrent en compétition au niveau d'éléments

de méme PM.

B) Sites de fixation a haute affinité

1 - PURIFICATION

Le récepteur des FGFs a été purifié a partir de cellules d’hépatocarcinomes,
de cerveau de rat et de boeuf, ainsi qu'a partir d'embryon de poulet.

Disorbo et al. (1988) purifient a partir de cellules d'hépatocarcinomes
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(HepG?2) une glycoprotéine membranaire avec des propriétés de récepteur pour le
FGF acide. La technique utilisée, basée sur une chromatographie d'affinité sur
Wheat germ agglutinine (WGA) a permis de purifier un élément récepteur de PM
130 kDa. Un traitement par la N-glycanase révele que ce récepteur est glycosylé,
le poids moléculaire de la fraction glycosidique étant de 17 kDa.

La nature glycoprotéique du récepteur fut confirmée par Feige et Baird
(1988) sur les cellules BHK 21. Ces auteurs démontrairent la présence de deux
éléments récepteurs de PM 100 et 125 kDa qui sont glycosylés en deux formes
mannosidiques de 115 et 140 kDa. Parce que la N-glycosidase et non l'endo
o.-N-acetylgalactosaminidase diminue le PM des récepteurs, ceux-ci sont
considérés comme des glycoprotéines uniquement N-glycosylés. Par ailleurs, cette
glycosylation est indispensable 2 la fixation du FGF basique.

Imamura et al. (1988) a partir du cerveau de rat et par utilisation de
chromatographies d'affinité sur WGA et sur colonne de FGF basique immobilisée
purifient deux éléments récepteurs de PM 140 et 110 kDa.

Méreau et al. (1989), a partir de cerveau de boeuf, par utilisation de
chromatographie sur DEAE séphacryl et sur colonne Mono Q, suivie d'une
chromatographie d'affinité sur bFGF immobilisé purifient deux élements
récepteurs de PM 120 et 100 kDa.

Burrus et Olwin (1990) par chromatographie sur WGA et aFGF-Sépharose et
a partir d'embryons de poulet isolent un élément de PM de 150 kDa qui fixe 2 la
fois le FGF basique et le FGF acide. Un traitement par la N-glycanase démontre
que 10 kDa correspondent a une fraction oligosaccharidique N liée.

Aucun des travaux précités n'a permis d'établir la séquence en acide aminés ni
la structure primaire oligosaccharidique des récepteurs purifiés.

Lee et al. (1989), a partir d'embryons de poulet par chromatographie
d'affinité sur WGA et bFGF immobilisé purifient un récepteur pour le FGF
basique de PM 130 kDa dont les fragments obtenus aprés digestion trypsique
seront séquencés. Sur la base des éléments de séquence obtenus et A partir d'une
banque d'ADNc d'embryon de poulet, la séquence déduite en acides aminés a pu

étre complétement déterminée. Le récepteur obtenu (Fig.3) est une protéine
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transmembranaire qui contient 3 domaines extracellulaires de nature
immunoglobulinique, une région acide, une région transmembranaire et un

domaine tyrosine-kinase intracellulaire.

45 aa 51 aa 63 aa.
W11 @12 e E—
—s s s~ st—=s s)—@——{”}-{fw i —
75 aa 46 aa 87 aa 14 aa

Figure 3 : Schématisation de la structure du récepteur du FGF basique chez
I'embryon de poulet (Lee et al., 1989). Les régions acides sont en
noir, la région transmembranaire est hachurée, la région
cytoplasmique de type tyrosine kinase est en pointillée. S : résidu
cytéine - W : résidu tryptophane.

Les domaines extracellulaires sont qualifiés d'immunoglobuline-like sur la
base de trois critéres 1) La présence de deux résidus cystéine en position
caractéristique dans chaque domaine 2) La présence de séquences composées de 11

ou 12 résidus tryptophane sur la liaison-COOH de la premiere cystéine et 3) La
présence d'une séquence consensus DXGXYXC sur la liaison NH, de la deuxieme

cystéine de chacun des domaines. La présence de domaines immunoglobuline-like
est fréquente au niveau des récepteurs de facteurs de croissance. Ainsi, les
récepteurs de interleukine 1 possédent également 3 domaines
immunoglobuline-like (Sims et al., 1988), ceux du PDGF (Yarden et al., 1986) et
du CSF1 (Coussens et al., 1986) en posse¢dent cinq. Cependant, entre le premier et
le second domaine immunoglobulin-like, le récepteur du bFGF posse¢de en plus
une série consécutive de huit résidus acides (EDDDDEDD) complétés par 3

résidus sérine puis par 2 nouveaux résidus acides, ce qui n'est retrouvé chez aucun



19

autre membre de la famille des immunoglobulines. Quoique des séries de 17 a 35
résidus acides aient déja été décrites pour des protéines intracellulaires et en
particulier nucléaire, les régions acides sont inhabituelles dans la partie
extracellulaire de récepteurs membranaires. En ce qui concerne la région
juxtaposée a la membrane, elle comprend 87 acides aminés, ce qui est
inhabituellement long par rapport aux récepteurs du PDGF (Yarden et al., 1986),
du CSF 1 (Coussens et al., 1986) de I'EGF (Ulrich et al., 1984) et de l'insuline
(Ulrich et al., 1985) qui n'en comprennent que 49 a 51.

La partie cytoplasmique du récepteur est composée de 424 acides aminés et
contient une séquence de type tyrosine kinase (résidus 483 a 759). Cette séquence
tyrosine kinase présentant 51 et 53% dhomologie avec les séquences tyrosine
kinase des récepteurs du PDGF et du CSF1 (Hanks et al, 1988) est caractérisée par
un motif GXGXXG et des résidus lysine conservés qui forment le site de fixation
de I'ATP. Deux autres séquences caractéristiques de tyrosine kinase :
HRDLAARNVL et DFGLAR ainsi qu'une tyrosine (position 651) sont

homologues du site de phosphorylation de pp60 Y-5. Enfin, la séquence tyrosine
kinase du récepteur au bFGF est interrompue par une séquence d'insertion de 14
acides aminés. La taille de cette séquence est similaire a celle présente chez le
récepteur de l'insuline et des IGF 1 (Ulrich et al., 1985) mais plus courte que celle
des récepteurs du PDGF et du CSF1 (104 et 70 acides aminés respectivement
(Yarden et al., 1986 ; Coussens et al., 1986).

Lee et al., (1989) rapportent également que 1'ADNc correspondant au
récepteur du FGF basique des cellules endothéliales humaines, présente une grande
homologie avec celui du poulet : 98-100% dans la région tyrosine kinase, 86%
dans la région transmembranaire, 92% dans la région juxtaposée a la membrane,
79% dans la séquence d'insertion de la kinase et 80% dans la région C terminale,
ce qui laisse supposer, comme dans le cas des FGFs eux-mémes, un haut niveau de
conservation de leurs récepteurs.
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2 - BIOLOGIE M A

Comme précédemment décrit, Lee et al. (1989) furent les premiers a avoir
cloné et séquencé un ADNc codant pour le récepteur au FGF basique. Cet ADNc,
obtenu sur la base de séquences tryptiques du récepteur purifié et par criblage
d'une banque d’ADNCc de poulet se révela posséder une forte homologie avec deux
autres ADNCc partiellement clonés et séquencés : Flg et Bek. Flg et Bek possédent
tous deux une séquence tyrosine-kinase et furent isolés et partiellement clonés et
séquencés respectivement chez 'humain (Ruta et al., 1988) et chez la souris
(Kornbluth et al., 1988). De plus, Ruta et al. (1989), démontrent par utilisation
d'anticorps dirigés contre un peptide synthétique de Flg , que ce géne correspond
a une protéine membranaire capable de fixer spécifiquement les FGFs acide et
basique et de déclencher des activités tyrosine kinase. Récemment, Dionne et al.,
(1990) ont complétement clonés et séquencés Flg et Bek chez 'humain confirmant
ainsi leur homologie avec I' ADNc aviaire isolé par Lee et al. (1989).

Apres transfection dans les cellules NIH 3T3, ces auteurs ont montré que Flg
et Bek codent pour deux protéines membranaires de 150 et 135 kDa
respectivement, dont 40 kDa correspondent dans les deux cas a une partie
glycosidique. Ces deux protéines fixent de fagon spécifique (Kd égal a 20-150 pM)
les FGFs acide et basique. Par ailleurs, Pasquale et Singer (1989) ont cloné et
séquencé a partir de 1'embryon de poulet un ADNc appelé CeK1 qui s'avére étre
homologue de Flg. Enfin récemment, par la technique du polymérase chain
reaction (PCR), Reid et al. (1990) ont montré que deux formes d' ARNm codant
pour le récepteur du FGF basique sont exprimés dans le neuroépithélium
d'embryon de souris. La premiére forme correspondant a la structure de 1' ADNc
décrit par Lee et al. (1989) chez le poulet, la seconde forme ne posséde que 75%
de correspondance (délétion de 89 acides aminés) et pourrait correspondre A une
autre forme de récepteur.
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3 - EXISTE-T-TI, UNE OU PLUSTEURS FORMES DE RECEPTEURS POUR LES FGFs ?

La question de savoir si les FGFs interagissent avec les mémes récepteurs
membranaires n'est pas encore résolue. Sur les fibroblastes des lignées BHK, sur
les NIH-3T3 (Neufeld et Gospodarowicz, 1986) et les myoblastes MM14 (Olwin et
Hauscka, 1986), il a ét€ montré que la fixation du FGF acide pouvait étre déplacée
par le FGF basique. De plus, au niveau de membranes de cerveau de cochon
d'Inde (Ledoux et al., 1990), bien que le FGF basique posséde un Kd de 15pM
alors que celui du FGF acide est de180 pM, ces facteurs entrent en compétition au
niveau des sites récepteurs de haute affinité. Ces travaux suggerent que les FGFs
acide et basique agissent au niveau de leur cellules cibles par l'intermédiaire de
récepteurs communs. Cependant, certains types cellulaires apparaissent stimulables
par une seule des deux formes de facteur. Ainsi, les mélanocytes (Halaban et al.,
1987, 1988) et les cellules épithéliales de cancer du sein (Takahashi et al. 1989)
sont sensibles au FGF basique exclusivement. Par ailleurs, les cellules de
carcinomes de vessie proliferent sous l'action des FGFs acide et basique mais seul
le FGF acide est capable de modifier leur mobilité (Valles et al., 1990). Les
récentes données obtenues par des techniques de biologie moléculaire indiquent
que les protéines codées par les génes Flg et Bek reconnaissent avec une haute
affinité les FGFs acide et basique, ce qui permet dans les 2 cas de déclencher une
activité Tyrosine kinase (Ruta et al., 1989, Dionne et al., 1990). Cependant, le fait
1) qu'une multitude de séquences de type Flg aient été décrites (Lee et al., 1989 ;
Pasquale et al, 1989 ; Safran et al., 1990 ; Reid et al., 1990) 2) que deux formes d'
ARNm codant pour des FGFs-récepteurs ont été détectées dans le cerveau de
souris (Reid et al., 1990) suggerent l'existence de nombreuses formes de
récepteurs qui pourraient réagir différemment vis-a-vis des différentes formes de
FGFs.

Concemant les autres membres de la famille FGF (hst/ks ; int-2 ; FGF 5 ;
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FGF 6 ; KGF/FGF7), bien que Mansukhani et al. (1990) aient montré que le
récepteur du FGF basique transfecté dans les cellules CHO soit activé par le FGFb
et le KFGF, on ne sait pas si les autres formes de FGFs interagissent par

l'intermédiaire des mémes récepteurs.
C) Sites de fixation a basse affinité

Les FGFs acide et basique peuvent se fixer au niveau des surfaces cellulaires
par l'intermédiaire de récepteurs a haute affinité (Kd=10-500 pM) mais aussi par
l'intermédiaire de sites de fixation a basse affinité (Kd=2-10nM) qui ont été
décrits pour certains types cellulaires ou certains tissus (cf dosages
radiorécepteurs). Moscatelli (1987a) montre que ces sites de basse affinité pour le
FGF basique sont sensibles a un lavage en présence de 2M NaCl et & un traitement
par l'héparinase, contrairement aux sites récepteurs a haute affinité. Ces
constatations ont permis de définir les sites de fixation de basse affinité comme
étant des molécules "heparin-like". Par ailleurs, cet auteur rapporte que ces sites
n'interviennent pas dans la stimulation des cellules endothéliales par le FGF
basique. Récemment, Kiefer et al. (1990) ont pu définir la structure d'un
protéohéparane sulfate qui pourrait correspondre aux sites de basse affinité. Pour
ce faire, des cellules humaines dépourvues de sites de fixation du FGF ont été
transfectées avec des ADNc clonés a partir des cellules BHK 21 (possédant des
sites de fixation au FGF). Les clones qui exprimaient les protéines membranaires
capables de fixer les FGFs ont été isolés par leur propriété a se fixer sur des boites
de culture recouvertes de FGF. Les séquences des ADNc responsables de cette
fixation ont été déterminées ; elles codent pour une protéine transmembranaire de
PM 30 kDa ayant un domaine extracellulaire possédant des sites de fixation pour
les protéohéparane sulfate et un domaine cytoplasmique capable de se lier
I'actine. Cette protéine est I'homologue d'un protéoglycanne transmembranaire
isolé chez la souris et appelé "Syndecan" (Saunders et al., 1989).

Cependant, aucun rdle n'a pu étre attribué jusqu'a présent aux sites de fixation

a basse affinité présents au niveau de la surface membranaire.
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D) Transduction

Les FGFs sont capables d'induire une grande variété d'effets biologiques au
niveau de leurs cellules cibles. Cette grande variété semble se retrouver au niveau
des signaux de transduction mis en jeu.

Dans les quelques minutes qui suivent la mise en contact des FGFs avec leurs
cellules cibles, de nombreuses réactions de phosphorylation protéiques sont
déclenchées. Ainsi, sur les cellules fibroblastiques 3T3, la fixation du FGF acide
(Huang et Huang, 1986 ; Coughlins et al., 1988 ; Friesel et al., 1989) et du FGF
basique (Coughlins et al.,, 1988 ; Pasquale et al., 1988) déclenche la
phosphorylation de 3 protéines de PM 150, 130 et 90 kDa. Des expériences de

pontage moléculaire utilisant des 2I-FGFs, ont montré que les protéines de PM
150 et 130 kDa, qui sont phosphorylées apres action des FGFs, correspondent 2
des formes de récepteurs membranaires de ces facteurs de croissance (Huang et
Huang, 1986 ; Coughlins et al. 1988 ; Friesel et al., 1989). L'analyse des acides
aminés phosphorylés de la protéine de 90 kDa révele que la phosphorylation porte
pour 20% au niveau des tyrosines, pour 35% au niveau des thréonines et 45% au
niveau des sérines. Sur les cellules CCL39, la fixation des FGFs acide et basique
déclenche la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (Magnaldo et al.,
1986), enfin, les phosphorylations d'une protéine de 34 kDa, apparentées i la
lipocortine au niveau des cellules épithéliales du cristallin (Blanquet et al., 1988)
ainsi que celles de protéines diverses au niveau des cellules PC12 (Togari et al.,
1985) ont été relatées.

Les réactions de phosphorylation sont catalysées par une catégorie d'enzymes
appelées kinases. Différentes kinases intervenant dans la transduction de signaux
de communication cellulaire ont été recensées. On peut les regrouper en a) kinases
activées par les nucléotides monophosphate cycliques, il s'agit de la kinase A et de
la kinase G activées respectivement par I'AMPc et le GMPc. b) protein kinase C
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(PKC), kinase membranaire activée par le diacylglycérol (DAG). ¢) kinases
Ca2*/CAM, qui sont calcium calmoduline dépendante. Le calcium cytoplasmique
pouvant provenir du milieu extracellulaire et entrer dans la cellule par
I'intermédiaire de canaux ioniques, ou du réticulum endoplasmique duquel il peut
€tre 1libéré sous l'action de 1'TP3. d) Kinase faisant partie d'un récepteur
membranaire dont l'activation pourra ainsi déclencher directement des

phénomenes de phosphorylation.

Dans le cas des FGFs, l'activation kinasique semble étre due & différents

mécanismes suivant le type cellulaire considéré et la réponse cellulaire déclenchée.

- Une activation de la guanylate cyclase avec corrélativement une
augmentation du taux de GMPc a été décrite sur les fibroblastes NIH-3T3
(Rudland 1974), de méme une activation de 1'adénylate cyclase avec production
d'AMPc a été montrée sur les NIH-3T3 (Tsuda et al., 1986) et sur les cellules
musculaires lisses humaines (Mioh and Cheng, 1987). Par contre, sur les PC12, la
stimulation de la croissance des neurites et de l'ornithine décarboxylase par les

FGFs n'entraine pas une augmentation du taux d'AMPc (Damon et al., 1990).

- Une activation de 1a PKC a été décrite sur les cellules 3T3 (Tsuda et al.85,86
; Takeyama et al. ; Nanberg et al., 1990). De fagon curieuse, alors que Tsuda et al.
(1985) rapportent une mobilisation du calcium, Nanberg et al., (1990) ne
constatent ni mobilisation du calcium, ni accumulation d'TP3. Sur les cellules
endothéliales aortiques, l'activation de la PKC semble impliquée dans la
transduction d' un signal mitogeéne, mais pas dans l'activation du plasminogéne par
le FGF basique (Presta at al., 1989 a-b). Cependant, dans le cas des fibroblastes
CCL39, l'effet mitogene des FGFs acide et basique n'apparait pas étre médié par
l'activation de 1la PKC (Magnaldo et al ., 1986 ; Moenner et al., 1987) et dans le
cas des PC12, ni 'activation de l'ornithine décarboxylase, ni la croissance des

neurites stimulées par les FGFs ne nécessite une activation de la PKC (Damon et
al., 1990).



25

De fagon contradictoire, la production de diacylglycérol et la stimulation de
la PKC ne semble pas accompagnée par la formation d'TP3 sur les types cellulaires
jusqu'a présent étudiés (Magnaldo et al., 1986 ; Mioh et Chen 1987 ; Chambard et
al., 1987 ; Moscat al., 1988). De plus, le fait que l'inositol monophosphate peut
étre formé en réponse au FGF suggere une formation de diacylglycérol par un
autre mécanisme que celui faisant intervenir la phosphodiesterase (Moscat et al.,
1988).

- La détermination de la structure primaire du récepteur au bFGF chez le
poulet (Lee et al., 1989) indique la présence de séquence tyrosine kinase. Le
récepteur du FGF, comme celui du PDGF (Yarden et al., 1986) peut donc
déclencher lui-méme des réactions de phosphorylation. Le fait qu'apres action des
FGF sur les cellules NIH-3T3, leurs récepteurs soient phosphorylés suggere une
possibilité d'autophosphorylation du récepteur (Huang et Huang 1986 ; Blanquet et
al., 1989),

- Une translocation et une accumulation du FGF basique dans le nucléole ont
été rapportées et permettent une stimulation de la transcription de genes
ribosomaux des cellules ABAE (Bouché et al., 1987). Par ailleurs ces phénomenes

de translocation apparaissent spécifiques a la phase G1 du cycle cellulaire (Baldin
et al., 1990).

- Enfin, une activation de divers mouvements ioniques a €té décrite. Sur les
3T3, les FGFs déclenchent une augmentation du niveau de calcium cytoplasmique;
ce calcium provenant uniquement de l'extérieur de la cellule (Magnaldo et al.,
1986). De méme une activation du transport de cations monovalents a été décrite
sur les cellules Balbc 3T3 (Panet et al., 1986 ; Halperin et al., 1987).

L'ensemble de ces résultats montre une apparente diversité des voies de
transduction utilisées par les FGFs, dont les mécanismes d'action permettant des

effets pléiotropiques restent, comme dans le cas des autres facteurs de croissance,
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a élucider.
E) Le devenir du ligand

La fixation des facteurs de croissance au niveau de leur cellule cible peut étre
suivie d'une internalisation et d'une dégradation de ces facteurs. Cela a d'abord été
montré pour le PDGF (Nilson et al., 1983), pour 'EGF (Plank et al., 1984) et
plus récemment pour les FGFs basique (Moenner et al., 1987, 1989) et acide
(Friesel et al., 1988).

Friesel et al., (1988) indiquent qu'aprés fixation sur son récepteur le FGF
acide est rapidement internalisé par les cellules endothéliales mais n'apparait pas
dégradé avant les 2 heures suivant son internalisation. Cette dégradation donne
lieu a la formation de deux fragments de PM 10 et 15 kDa qui persistent dans les
cellules jusqu'a 24 heures apres internalisation, alors que le FGF acide intact ne
persiste que 6 heures. Le fait que la dégradation du FGF acide internalisé soit
inhibée par des agents lysozomotropiques tels que la chloroquinine, indique une
dégradation de ce facteur dans les lysozomes.

Moenner et al., (1987, 1989) montrent que le FGF basique est internalisé par
les CCL39 apres 5 heures d'incubation et que sa dégradation commence dés 30
minutes pour donner lieu & la formation de 2 fragments de 9 et 6 kDa qui sont
encore détectables apres 13 heures d'incubation. Comme dans le cas du FGF acide,
l'utilisation de chloroquinine indique une dégradation dans le compartiment
lysozomal. Moscatelli (1988), utilisant des cellules de capillaires bovins, rapporte
une dégradation du FGF basique apres internalisation qui aprés 2 heures aboutit &
la formation de deux fragments de 18 et 16 kDa qui persisteront jusque 24 heures.
Enfin, Bikfalvi et al., (1989) montrent que la dégradation du FGF basique par les
cellules endothéliales humaines aboutit & la formation de 3 fragments de PM 15,10
et 8 kDa. Une étude cinétique de la dégradation suggere que le FGF basique est
d'abord dégradé pour donner le fragment de 15 kDa qui donnerait ensuite un
fragment de 10 puis 8 kDa.
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L'ensemble de ces données montre que, contrairement a d'autres facteurs de
croissance (James et Bradshaw, 1984), les FGFs sont faiblement et surtout

lentement dégradés aprés leur internalisation dans la cellule.
F) Interaction avec I'héparine et les matrices extra-cellulaires

Les FGFs possédent une forte affinité pour 1'héparine (Gospodarowicz et al.,
1984 ; Lobb and Fett,1984), ce qui a permis leur purification a partir de
nombreux tissus (cf paragraphe : distribution tissulaire et cellulaire). De plus,
I'interaction de I'héparine avec ces facteurs de croissance permet leur stabilisation
vis-a-vis des changements de température, de pH (Gospodarowicz et al., 1986) et
des dégradations protéolytiques (Rosengart et al., 1988 ; Sommer and Rifkin,
1988). Enfin, l'activité biologique du FGF acide est fortement potentialisée par
I'héparine (Thomas et al., 1984 ; Ulrich et al., 1986 ; Wagner et Damore, 1986),
alors que celle du FGF basique est inhibée par cette catégorie de
glycosaminoglycannes (Gospodarowicz et al., 1986 ; Ulrich et al., 1986).

Cependant, I'héparine est un mélange hétérogéne de glycosaminoglycannes
sulfatés. Barzu et al., (1989) ont dépolymérisé par l'acide nitreux une préparation
standard d'héparine de mucus de porc de fagon a obtenir un mélange
d'oligosaccharides (tétra-décasaccharides) puis ont soumis ces oligosaccharides a
une chromatographie d'affinité sur FGF basique immobilisé. Aprés séparation des
oligosaccharides obtenus sur la colonne de FGF basique, par chromatographie de
gel filtration, les fractions obtenues sont testées pour leurs aptitudes a protéger et
a potentialiser le FGF acide au niveau des cellules endothéliales humaines. Il a
ainsi pu étre montré que la capacité de protection et de potentialisation du FGF
acide augmente en fonction de la taille des fragments et pour une méme taille, en
fonction de la charge anionique des fragments oligosaccharidiques. Sudhalter et
al., (1989), utilisant un protocole expérimental similaire, montrent que les
oligosaccharides faiblement sulfatés sont incapables de potentialiser le FGF acide,
alors que les oligosaccharides moyennement sulfatés le potentialisent modérément

si leur taille est de 8 a3 10 monosaccharides. Pour les formes hautement sulfatées,



28

une stimulation équivalente a celle de 1'héparine est atteinte pour une taille d'au
moins 12 monosaccharides ; les octo-décasaccharides stimulent modérement, les
hexasaccharides sont sans effet.

Les propriétés de fixation, de protection, de modulation de l'activité des FGFs
sont retrouvées pour les héparanes sulfates protéoglycannes (HSPG) (Vigny et al.,
1988) et les glycosaminoglycannes (GAGs) de type héparane-sulfate (Saksela et
al., 1988 ; Gordon et al., 1989). L'héparine et les héparanes sulfates sont trouvés
naturellement dans les matrices extracellulaires (MEC) (Revue dans Ruoslahti,
1988), de fait les MEC in vitro (Baird et al., 1987 ; Bashkin et al., 1989) et in
vivo (Jeanny et al., 1987 ; Vigny et al., 1988 ; Hondermarck et al., 1990ab ;
Hondermarck and Boilly, 1990) peuvent fixer les FGFs acide et basique par
I'intermédiaire de molécules "heparin-like", alors que les chondroitines sulfates,
kératanes sulfates ou l'acide hyaluronique ne semblent pas intervenir dans la
fixation de ces facteurs de croissance. Par ailleurs, le FGF basique se fixe de fagon
plus importante que le FGF acide au niveau des matrices extracellulaires, ce qui
reflete probablement la différence d'affinité de ces facteurs pour I'héparine. De
plus, les FGFs sont présents naturellement dans les MEC in vitro (Baird et al.,
1987 ; Vlodavsky et al., 1987 ; Folkman et al., 1988) et in vivo (Vigny et al.,
1988 ; Silverstein et al., 1989 ; Dimario et al., 1989 ; Gonzalgs et al., 1990). La
signification biologique de la présence des FGFs dans les matrices extracellulaires
n'est pas clairement établie, mais plusieurs hypotheses ont été proposées. Baird et
al., (1987), Folkman et al. (1988), Vlodavsky et al. (1987) ont proposé que les
MEC seraient un lieu de stockage des FGFs, ces facteurs pouvant étre remis 2
disposition des cellules aprés hydrolyse de la MEC. De fait, les FGFs stockés dans
les MEC peuvent en étre libérés sous l'action d'enzymes de type héparinase
(Gajdusek et Cardon, 1989 ; Bashkin et al.,, 1989 ; Presta et al., 1989) et
protéolytiques (Saksela et al., 1989b ; Mignati et al., 1989) sous une forme
biologiquement active. Moscatelli et al., (1988) ont montré que des FGFs basiques
ajoutés a une culture cellulaire s'équilibrent entre les sites de fixation
membranaires et les sites de fixation matriciels et que les FGFs fixés sur ces

récepteurs membranaires peuvent, aprés décrochage (par diminution du pH)
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regagner la MEC dont la fonction pourrait donc étre de réguler la disponibilité de
ces facteurs pour leurs récepteurs cellulaires. Flaumenhaft et al., (1989)
démontrent que les cellules endothéliales bovines en culture sont stimulables 2 long
terme par le FGF basique et ce, que l'exposition a ce facteur soit bréve (10-30
mn.) ou continue. De plus, une élimination du FGF basique des MEC (2M NaCl)
ne permet plus un effet a long terme de ce facteur. Ces résultats suggerent qu'une
occupation permanente des récepteurs est nécessaire pour une action a long terme
du FGF basique et que la MEC serait une source continue de ce facteur pour les
cellules.

L'ensemble de ces résultats permet de proposer un schéma général des
interactions FGF-MEC. Les FGFs seraient 1) fixés dans les MEC et ainsi protégés
des phénomeénes de dégradation 2) libérés par dégradation des MEC sous la forme
de complexes FGF-HSPG ou FGF-GAG qui, ne se fixant plus aux MEC,
pourraient diffuser jusqu'é leurs cellules cibles et se fixer au niveau des récepteurs
membranaires. La MEC constituerait ainsi un réservoir de FGFs mais de plus,

régulerait leur biodisponibilité.
G) Relation structure-fonction

L'étude de la relation structure-fonction des protéines est basée sur 4 types de
méthodologies : 1) I'utilisation de peptides synthétiques dérivant de la protéine 2
étudier 2) l'utilisation d'anticorps dont la spécificité a été préalablement définie 3)
la modification chimique et enzymatique de la protéine 4) la modification de la
structure de la protéine directement par mutagenese (site-directed mutagnenesis).

Dans le cas des FGFs, différentes techniques (1+3+4) ont été utilisées,
cependant les éléments structuraux qui permettent l'activité des FGFs sont encore
mal connus.

Schubert et al., (1987) démontrent que le peptide FGF (24-68) - NH2 ainsi
que les fragments (1-24) - NH2 et (93-120) - NH2 sont capables de favoriser
I'adhésion des cellules PC12 a leur substrat. Ces auteurs concluent de leur étude

que ni la charge nette, ni la structure secondaire, ni une combinaison de ces deux
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parametres ne suffisent 3 modifier l'adhésion cellulaire par les FGFs qui serait
donc attribuable a des séquences spécifiques.

Baird et al., (1988) ayant synthétisé 25 peptides dont les séquences englobent
la structure primaire compléte du FGF basique (décrite par Ueno et al., 1986a),
ont pu identifier deux domaines fonctionnels de liaison aux récepteurs et a
I'héparine. Les peptides correspondants aux séquences FGF (24-68) - NH2 et FGF
(106-115) - NH2 apparaissent capables de se fixer au niveau du récepteur des
cellules BHK21 ainsi qu'au niveau de 1'héparine et de moduler la réponse
cellulaire au FGF basique.

Utilisant la fabrication par génie génétique de formes tronquées du FGF
basique, Seno et al. (1990), montrent que l'affinité du FGF basique pour
I'héparine dépend significativement de sa structure carboxy-terminale et
particulicrement de la séquence Asp41-Ser100. De plus, la séquence Phel39-Leu
140-Pro141, présente chez tous les membres de la famille des FGFs, contribue
fortement a la stabilité de la structure du FGF basique.

Concemant le réle d'acides aminés particuliers, Harper et Lobb (1988), par
méthylation réductive du FGF acide identifient la Lys 118 comme étant impliquée
dans la fixation de ce facteur au niveau du récepteur et de 1'héparine. Le rdle des
résidus cystéines dans la maintenance de la struture tertiaire n'est pas encore bien
défini. Deux résidus cystéines (position 34,101) apparaissent positionnellement
conservés, suggérant qu'elles sont impliquées dans 1'élaboration de ponts
disulfures (Thomas, 1987). Cependant une alkylation du FGF basique suggere que
ces résidus cystéines sont libres (Esch et al., 1985). De plus, une réduction du FGF
acide (Mc Keehan et Crabb, 1987) ou un remplacement des résidus cystéines par
des résidus sérines (Seno et al., 1988) n'affecte que faiblement l'activité
biologique. Enfin, Esch et al. (1985b) ont proposé que les résidus cystéines
pourraient €tre impliqués dans une liaison avec d'autres molécules.

Le FGF basique possede des séquences consensus pour la phosphorylation par
la protéine kinase A et la protéine kinase C. De fait, Feige et al., (1988a ; 1989)
ont montré que le FGF basique est un substrat pour la PKA et la PKC et que le
FGF acide peut étre phosphorylé par la PKC uniquement. Par ailleurs, les cellules



31

endothéliales en culture sont capables de phosphoryler le FGF basique (Feige et
al., 1989b). La signification physiologique de cette phosphorylation n'est pas
claire : en effet, la phosphorylation du FGF basique par la kinase A conceme la
Thréonine 121 qui est située dans le domaine de fixation au récepteur, ce qui
confére une plus forte affinité au FGF basique ; mais cela n'augmente pas son
activité biologique au niveau des cellules endothéliales par rapport a2 une forme
non phosphorylée.

La structure primaire du récepteur ayant été découverte récemment (Lee et
al.,1989), aucun renseignement n'est disponible actuellement sur la relation
structure-fonction du/des récepteur(s) aux FGFs. Néanmoins, Feige et al.,(1988b)
démontrent que sur les cellules 3T3, la déglycosylation du récepteur s'accompagne
d'une perte de sa capacité a fixer le FGF basique.

VII - FGFs ET PROCESSUS PHYSIOLOGIQUES

Les propriétés in vitro des FGFs indiquent que ces facteurs de croissance ont
des effets trés divers sur de nombreux types cellulaires, cependant leurs fonctions
et effets in vivo sont moins bien connus mais suscitent un intérét croissant motivé
notamment par les importantes potentialités thérapeutiques qu'offrent ces
molécules.

A) Angiogenese

La formation des vaisseaux et capillaires sanguins fait intervenir des
phénomenes de migration, de prolifération, de différenciation des cellules
endothéliales, la formation de nouveaux capillaires, la digestion et la production
de MEC.

Chacun de ces processus peut étre régulé par les FGFs qui sont capables :

1) de stimuler la prolifération des cellules endothéliales in vitro (Bohlen et
al., 1984-1985 ; Conn et Hatcher, 1984 ; Maciag et al., 1982 ; D'Amore et
Klagsbrun, 1984 ; Gospodarowicz et al., 1976) et in vivo (Buntrock et al., 1984 ;
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Linder et al., 1990) ainsi que la prolifération des cellules musculaires lisses
(Gospodarowicz et al., 1985 b) ;

2) de favoriser la migration des cellules endothéliales (Presta et al., 1986 ;
Herman et D'Amore, 1984 ; Terranova et al., 1985) ;

3) d'induire la différenciation des cellules endothéliales (Gospodarowicz et al.,
1980) notamment par la production d'un revétement non thrombogénique
(Vlodavsky et al., 1979), 1a synthese préférentielle de certains types de collagéne
(Scheffer et al., 1982) et l'organisation en structure tubulaires in vitro
(Montaseno et al., 1986) ;

4) d'induire la formation de nouveaux capillaires (Lobb et al., 1985 ;
Gospodarowicz et al., 1985 ; Cuevas et al., 1988c) ;

5) d'activer la dégradation des MEC en augmentant la libération par les
cellules endothéliales de protéases : la collagénase (Presta et al., 1986 .; Chua et
al., 1987) et l'activateur du plasminogene (Presta et al., 1986 ; Montaseno et al.,
1986). Par ailleurs, les FGFs peuvent stimuler la production de nouveaux
composants matriciels comme le collagéne (Gospodarowicz et al., 1980 ; Davidson
et al.,, 1985) la fibronectine (Gospodarowicz et al.,, 1980) et les
glycosaminoglycannes (Gordon et al., 1985). La production d'inhibiteurs de la
dégradation des matrices tels que l'inhibiteur de l'activateur du plasminogéne a
également été rapportée apres stimulation par les FGFs (Saksela et al., 1987).

La plupart des propriétés précédemment rapportées, ont été observées in vitro
et il n'est pas certain que 1'on puisse toutes les extrapoler in vivo . Néanmoins, les
FGFs déclenchent la croissance de nouveaux capillaires et vaisseaux sanguins aprés
implantation dans la membrane chorio-allantoique d'embryon de poulet, dans la
cornée de lapin ou dans la joue du hamster (Lobb et al. 1985) qui constituent les
tests d'évaluations classiques de l'activité angiogene in vivo. Une stimulation de
I'angiogenese a également été observée aprés injection dans le cerveau (Cuevas et
al, 1988c) ainsi qu'au niveau du mur aortique (Baird et al, 1987). De plus, des
anticorps anti-FGF basique sont capables d'inhiber la vascularisation lorsqu'ils
sont injectés chez des embryons de rat (Liu et Nicoll, 1988).

Ces propriétés angiogénes des FGFs laissent entrevoir des potentialités
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thérapeutiques pour ces facteurs de croissance dans le traitement des ischémies ou
1a réparation des endothéliums apres 1ésion. Nous avons montré (Hondermarck et
al, 1990a) qu'aprés injection dans la circulation sanguine, les FGFs acide et
basique disparaissent rapidement du flux sanguin pour se fixer au niveau des
endothéliums de divers organes et particulierement au niveau du foie, de la rate et
des reins. Les caractéristiques de cette fixation (sensibilit¢é au 2M NaCl,
compétition avec 'héparine) montrent que celle-ci s'effectue par l'intermédiaire
de composés "héparine-like" présents a la surface des endothéliums. Des travaux
antérieurs ont montré qu'in vitro, la fixation des FGFs au niveau des MEC des
cellules endothéliales permet d'une part la protection de ces facteurs de croissance
(Gospodarowicz and Cheng 1986 ; Presta et al.,, 1989) et d'autre part, la
stimulation a long terme des cellules endothéliales (Flaumenhaft et al, 1989).
Ainsi, ces résultats permettaient de penser que les FGFs pouvait étre utilisés en
injection intravasculaire pour la réparation des endothéliums. Cette hypothese fut
récemment confirmée (Linder et al., 1990).

B) Cancer

Les FGFs acide et basique :

1) sont produits par de nombreuses cellules tumorales en culture telles que les
cellules dérivées dhépatomes (Klagsbrun et al., 1986) de médulloblastomes (Lobb
et al.,, 1986) de rhabdomyosarcomes (Schweigerer et al., 1987a) de
rétinoblastomes (Schweigerer et al, 1987c), de neuroblastomes (Huang et al.,
1987), de gliomes (Libermann et al., 1987), de leucémies (Moscatelli et al., 1986)
et de tumeurs mammaires (Flamm et al. 1989);

2) sont présents dans de nombreuses tumeurs telles que les chondrosarcomes
(Shing et al., 1984), les mélanomes (Lobb et al., 1986a), les tumeurs du sein
(Rowe et al., 1986), de la vessie (Chodak et al., 1986) et de la prostate (Matsuo et
al., 1987). Par ailleurs, l'expression d'oncogeénes de la famille des FGFs : int 2,
hst/KFGF, FGF5 et FGF6 a été rapportée dans diverses cellules tumorales (Zhan
et al., 1988 ; Marics et al., 1989) ;
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3) possédent des récepteurs qui ont pu étre caractérisés au niveau des cellules
de phéochromocytomes PC12 (Sharma and Dahiya, 1989), de rhabdomyosarcomes
(Schweigerer et al., 1987), dhépatomes (Kan et al., 1989), de gliomes (Morrison
et al., 1990), des cellules carcinomaires de vessie (Vallés et al., 1990).

Récemment, nous avons montré la présence de récepteurs pour les FGFs sur
différentes lignées cellulaires de cancer du sein, ainsi qu'au niveau de biopsies
obtenues chez les malades (Peyrat et al., en préparation ; Hondermarck et al.,
1990e);

4) sont actifs sur la prolifération et la différenciation des cellules tumorales en
accord avec leurs effets pléiotropiques déja reportés (cf propriétés biologiques in
Vitro).

Les FGFs acide et basique apparaissent transformant apres transfection de leur
ADNc dans les cellules NIH 3T3, cependant, cet effet n'est obtenu que si une
séquence signal (permettant leur sécrétion) est présente (Rogeljer et al., 1988 ;
Blam et al., 1988) ; d'ailleurs, les oncogenes hst/KFGF qui possédent une séquence
signal ont un pouvoir transformant 10 a 100 fois supérieur a celui du FGF basique
(Quarto et al., 1989). Outre leur action au niveau des cellules tumorales
elles-mémes, les FGFs par leurs propriétés angiogéniques pourraient activer la
vascularisation et donc la croissance des tumeurs (Folkman, 1972). Les données
acquises jusqu'a présent sur les relations FGFs et cancer permettent d'entrevoir
des possibilités d'applications dans le diagnostic ou le traitement des cancers. La
distribution différente des FGFs et de leurs récepteurs au niveau des cellules
tumorales et des biopsies permet de mieux caractériser les tumeurs, de définir leur

sensibilité aux FGFs et d'espérer pouvoir intervenir sur leur croissance.
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C) Cicatrisation et réparation tissulaire

Le fait que les FGFs sont retrouvés dans la plupart des tissus de 1'organisme
(cf : paragraphe distribution tissulaire) et sont actifs sur tous les types cellulaires
impliqués dans les processus de cicatrisation et de réparation tissulaire (Dijke and
Iwata, 1989, paragraphe propriétés biologiques in vitro) laisse supposer que ces
facteurs interviennent naturellement pendant ces processus et que leurs
potentialités thérapeutiques sont importantes.

Ainsi, il a pu étre montré que les FGFs qui sont présents dans 1'oeil (Courty et
al., 1985 ; D'Amore et Klagsbrun, 1984) sont capables in vitro, de stimuler la
prolifération des cellules épithéliales de la cornée (Gospodarowicz et al., 1977 ;
Barritault et al., 1981), du cristallin (Gospodarowicz et al., 1987 ; Barritault et
al., 1981) et des cellules endothéliales de la rétine (Bensaid et al., 1989). In vivo,
les FGFs favorisent la cicatrisation de 1'épithélium (Smith et al., 1981 ; Petroutos
et al.,, 1984 ; Muller et al., 1985 ; Thompson et al., 1982) et de l'endothélium
(Gospodarowicz and Greenburg, 1979), de cornée aprés 1ésion.

De méme, les FGFs stimulent la croissance des cellules osseuses in vitro
(Rodan et al., 1987 ; Globus et al., 1988) et favorisent la régénération du cartilage
(Jentzch et al., 1980 ; Cuevas et al., 1988a) et la vascularisation d'une greffe
osseuse (Eppley et al., 1988).

Au niveau de la peau, les FGFs sont mitogénes in vitro pour les fibroblastes
(Gospodarowicz et al., 1976), les kératinocytes (Halaban et al., 1987 ; O'Keffe et
al., 1988) et les mélanocytes (Halaban et al., 1988) et paraissent pouvoir étre
utilisés in vivo dans la cicatrisation de 1'épiderme (Fourtanier et al., 1986 ;
Barritault et al., 1990).

Enfin, les FGFs pourraient également trouver une application au niveau des
transplantations tissulaires dont ils favoriseraient la survie, notamment en
acc€lérant la vascularisation (Eppley et al., 1988 ; Hayek et al., 1987 ; Thompson
et al., 1988).
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D) Régénération du membre et du cristallin

L'un des premiers effets in vivo des FGFs a avoir été découvert, est leur
propriété a stimuler la régénération du membre des amphibiens. Aprés amputation
de leur membre, les amphibiens Urodgles cicatrisent leur blessure puis régénérent
les structures manquantes. Ce processus commence apres la cicatrisation par la
formation d'un blasttme de régénération constitué d'un massif de cellules
mésenchymateuses surmonté d'une enveloppe épidermique. La prolifération des
cellules du blasttme qui permettra d'aboutir 2 un nouveau membre est sous le
contrdle d'activités facteurs de croissance émanant d'une part, des fibres nerveuses
arrivant au contact du blastéme et, d'autre part, de 'enveloppe épidermique. La
nature de ces activités facteur de croissance reste trés mal connue, cependant, les
FGFs sont capables de stimuler : 1) l'activité mitotique aprés injection dans le
blasteme (Gospodarowicz and Mescher, 1981 ; Mescher and Lobb, 1980) 2) les
synthéses d'ADN et de protéines dans des blasttmes placés en culture
organotypique (Mescher et lobb, 1980) 3) la prolifération des cellules blastémales
en culture (Albert et al., 1987).

Jusqu'a présent, bien que le FGF soit actif sur la prolifération des cellules
impliquées dans la régénération du membre, on ne savait pas s'il jouait
naturellement un r6le dans ce processus. Récemment, nous avons montré la
présence du FGF acide et de ses récepteurs dans le blastéme de régénération
d'Axolotl (Boilly et al., 1990 ; Hondermarck and Boilly, 1990). Le FGF acide
identifié sur la base de son affinité pour 1'héparine, de son activité biologique
potentialisée par I'héparine et de son immunoréactivité vis-a-vis d'anticorps
spécifiques apparait en quantité trois fois plus importante dans le mésenchyme que
dans I'épiderme. Les récepteurs du FGF ont été identifiés par analyses de
Scatchard sur préparations de membranes et par pontage moléculaire. Une étude
radioautographique de leur distribution indique que les récepteurs de haute
affinité seraient présents essentiellement dans le mésenchyme. Ces résultats nous
permettent de postuler que le FGF acide serait produit par la cape épidermique et

diffuserait vers les cellules du mésenchyme sur lesquelles il agierait par
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I'intermédiaire de récepteurs spécifiques.

Dans le cas de la régénération du cristallin & partir de l'iris (chez les
amphibiens), la présence de la rétine est absolument nécessaire. Or, la rétine
contient du FGF (Barritault et al., 1981) et le FGF basique est capable de stimuler
la croissance des cellules cristallines en culture (Courty et al.,, 1985 ;
Gospodarowicz et al., 1977) et de favoriser la régénération du cristallin ir vivo

(Yamada, 1982).
E) Régénération nerveuse

Les FGFs ont de nombreux effets sur les cellules nerveuses. En effet, ils
apparaissent :

1) mitogeénes pour les astrocytes (Pettmann et al., 1985 ; Morrisson et De
Vellis, 1981), les oligodendrocytes (Eccleston and Silvergerg, 1985 ; Saneto and
De Vellis, 1985) et les cellules de Schwann (Pruss et al., 1981),

2) capables de stimuler d'autres parameétres des cellules gliales tels que la
migration (Senior et al., 1986), la libération d'activateur du plasminogeéne
(Rogister et al., 1988), la synthése de GFAP (glial fibrillary acidic protein)
(Morrisson et al., 1985 ; Weibel et al., 1985), 'activité 5'- déiodinase (Courtin et
al., 1990), des astrocytes ; par ailleurs, ils peuvent modifier la morphologie de ces
cellules (Weibel et al., 1985),

3) capables de favoriser la survie et la croissance des neurones en culture
(Morrisson et al., 1986 ; Walicke et al., 1986 ; Unsicker et al., 1987 ; Schubert et
al., 1987) et de stimuler divers autres propriétés des neurones comme la syntheése
de choline acétyl-transférase (Unsicker et al., 1987).

Des études récentes ont montré que les FGFs administrés dans le systéme
nerveux central et périphérique peuvent exercer des effets neurotrophiques.
L'administration de FGF basique dans les ventricules prévient la mort des
neurones cholinergiques apres lésion de l'hippocampe (Anderson et al., 1988).
Apres injection dans la circulation de l'embryon de poulet, le FGF basique

prévient la mort des neurones cholinergiques (Dreyer et al.,, 1989) et apres
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administration dans du "gelfoam", il apparait capable de diminuer la mort
neuronale, en particulier celle des neurones cholinergiques apres blessure (Otto et
al., 1989). Enfin, une réaction astrocytaire et une augmentation de I'activité acétyl
choline transférase sont observées apres injection de FGF basique dans le cerveau
de rat aprés section partielle de la fimbria (Barotte et al., 1989). Concernant le
systéme nerveux périphérique, le FGF basique a été montré favoriser la
régénération du nerf optique (Sievers et al., 1987), du nerf sciatique (Danielsen et
al., 1988 ; Otto et al., 1987 ; Cordeiro et al., 1989 ; Aebischer et al., 1989). Le
FGF acide apparait favoriser la régénération des neurones de rétine en culture
(Lipton et al., 1988), dans ce cas, les auteurs rapportent un effet différentiel des
FGFs acide et basique ; le FGF acide étant beaucoup plus actif que son homologue
basique.

Ces effets des FGFs sur la régénération nerveuse in vivo ne doivent pas
s'interpréter uniquement comme un reflet des propriétés neurotrophiques de ces
facteurs in vitro. En effet, la régénération nerveuse fait intervenir de nombreux
processus physiologiques (migration, prolifération cellulaire, angiogenése) dans
lesquels divers types cellulaires (cellules neuronales mais aussi gliales et
endothéliales) interviennent ; chacun d'entre eux pouvant €tre stimulé par les
FGFs.

L'ensemble de ces données permet d'entrevoir d'énormes possibilités

thérapeutiques pour les FGFs dans le domaine de la régénération nerveuse.

F) Développement embryonnaire

Le développement embryonnaire étant marqué par d'intenses phases de
prolifération, de migration et de différenciation cellulaire, il constitue un modele
de choix pour appréhender le rdle in vivo des facteurs de croissance et en
particulier des FGFs.

Chez tous les vertébrés, la totalité des organes provient des trois feuillets
fondamentaux de l'embryon : l'endoderme, le mésoderme et l'ectoderme. Au

cours des phases précoces du développement, ces 3 feuillets vont progressivement
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se déterminer. Le premier feuillet a étre déterminé est 1'endoderme, qui, au stade
blastula induira la formation du mésoderme a partir des cellules de la zone
marginale. Chez le Xénope, cette induction du mésoderme peut €tre provoquée
expérimentalement sous l'action des FGFs (Slack et al., 1987 ; Kimelman et
Kirschner, 1987). Par ailleurs, les FGFs (Kimelman et al., 1988 ; Slack et Isaacs,
1989) et leurs récepteurs (Gillespie et al., 1989) sont naturellement présents dans
I'oeuf de Xénope. L'ensemble de ces résultats suggere que les FGFs seraient les
inducteurs naturels du mésoderme ; une fonction similaire a été proposée pour le
TGF B (voir revue Paterno et Gillespie, 1989). Cette hypothese d'une fonction des
FGFs dans l'induction du mésoderme, élaborée chez le Xénope, a récemment été
confirmée chez le poulet (Mitrani et al., 1990).

Durant les phases ultérieures du développement, les FGFs et leurs récepteurs
ont également été recherchés.

Le premier organe impliqué dans le développement embryonnaire 3 avoir fait
I'objet de recherches a été le placenta. Gospodarowicz et al. (1985) ont montré la
présence de FGF basique dans le placenta humain. Cependant, on ne savait pas si le
FGF basique était utilisé sur place ou transitait simplement 2 travers le placenta .
Nous avons résolu cette question en démontrant la présence dans le placenta de
souris, de récepteurs pour le FGF basique (Hondermarck et al., 1990b). De plus,
le fait que le nombre de ces récepteurs diminue de facon importante entre 12 et 14
jours de grossesse, en méme temps que le niveau de synthése d'ADN, suggére que
le FGF basique serait impliqué dans le contréle des phénomeénes de prolifération
cellulaire inhérent a la croissance placentaire (Hondermack et al., 1990d). Enfin,
par radioautographie, nous avons montré une fixation du FGF basique au niveau
des vaisseaux et capillaires sanguins, ce qui nous ameéne a penser que ce facteur
pourrait contrdler la mise en place de la vascularisation du placenta (Hondermarck
et al., 19904d).

Concernant I'embryon lui-méme, Seed et al., (1988) ont détecté la présence de
FGF dans I'embryon de poulet entier et ont mesuré 1'évolution de sa quantité au
cours du développement. Il apparait que le taux de FGF dans l'embryon est
relativement stable de E2 (2ng/mg de protéine) a E9 (3,6 ng/mg de protéine) et
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augmente spectaculairement de E11 (§,7ng/mg de protéine) a E13 (15ng/mg de
protéine). La localisation immunocytochimique du FGF montre que celui-ci se
retrouve dans l'ensemble de l'organisme, soit associé aux matrices
extra-cellulaires (Gonzalés et al., 1990) soit a l'intérieur des cellules et
particulierement des cellules musculaires (Silverstein et al., 1989). Olwin and
Hauschka (1990a) ont montré que le taux de récepteurs au FGF diminue entre E7
(56 fmole/mg de protéine) et E13 (18 fmole/ng de protéine). L'ensemble de ces
résultats suggere que l'activité des FGFs in vivo est régulée par I'expression de
leurs récepteurs. Olwin et Hauscka (1990a) indiquent également que le nombre de
récepteurs au FGF basique présents au niveau des muscles squelettiques, diminue
entre E13 (15 f mole/ng de protéine) et E18 ou ils ne sont plus détectables. Ces
résultats sont a rapprocher du fait que les cellules musculaires squelettiques
contiennent du FGF basique (Silverstein et al., 1989) et perdent leurs récepteurs
durant la phase finale de différenciation (Olwin et Hauschka.,1988), ce qui
suggere que la présence des récepteurs au FGF est associée aux phases de
prolifération cellulaires. Liu and Nicoll (1988) ont montré que des anticorps
anti-FGF basique étaient capables de retarder la croissance et la différenciation de
I'ensemble des tissus embryonnaires et particulierement des tissus d'origine
mésodermique.

La présence de FGF au niveau d'organes embryonnaires particuliers a été
rapportée dans le cas du bourgeon de membre (Seed et al., 1988 ; Munaim et al.,
1988), du rein (Risau and Ekblom 1986), de la rétine et de l'humeur vitrée
(Mascarelli et al., 1987). L'évolution de la quantité de FGF n'a été étudiée que
dans le cas du bourgeon de membre dans lequel le taux de FGF est plus élevé aux
environs du 3e jour de développement qu'aux autres stades étudiés (Seed et al.,
1988 ; Munaim et al., 1988). Le fait que le FGF stimule, in vitro, la prolifération
des cellules du bourgeon et que le niveau de stimulation dépende de la position
d'origine des cellules dans le membre, suggere une propri¢té morphogene du FGF
au cours du développement (Aono et al., 1988).

Concemant la rétine, la présence de FGF montrée chez le poulet a 11 jours de

développement (Mascarelli et al., 1987), a été complétée par la détection de sites



41

de fixations spécifiques pour le FGF basique dans la rétine de souris (Jeanny et al.,
1986 ; Fayein et al., 1990). Par des techniques de radioautographie sur coupes
d'oeil, ces auteurs ont mis en évidence deux catégories de sites de fixation. Une
premicre catégorie de sites sont héparinase sensibles, possédent un Kd de 2,5 nM
et apparaissent au 9e jour de développement. Une deuxieme catégorie de sites est
N-glycannase mais non héparinase sensible, posséde un Kd de 280 pM et apparait a
partir de 17-18 jours de développement. Quoique la signification de ces deux
catégories de sites ne soit pas connue, ces résultats suggeérent un role effectif du
FGF basique dans le développement de la rétine.

Le développement du cerveau, qui présente a la fois des phénomeénes de
prolifération et de migration cellulaire, de survie et de croissance neuronale,
d'angiogenese, apparait €tre un modele de choix pour l'étude du rdle des FGFs in
vivo . En effet, le FGF est mitogeéne pour les précurseurs neuronaux (Gensburger
et al., 1987), pour les astroblastes et les astrocytes (Pettmann et al., 1985),
favorise la survie et la croissance neuronale (Morrison et al., 1986; Wallicke et
al., 1986; Unsicker et al., 1987; Schubert et al., 1987) . De plus, les FGFs acide
(Risau et al., 1988 ; Mascarelli et al.,1987 ; Caday et al.,1990) et basique
(Mascarelli et al., 1987 ; Kalcheim et al. 1990 ; Caday et al., 1990) et les
récepteurs des FGFs (Olwin et Hauschka, 1990a) sont présents dans le cerveau
embryonnaire. Cependant, on ignore tout de la régulation de la production des
FGFs et de leurs récepteurs au cours du développement. Il apparait donc difficile
d'établir l'implication et la fonction de ces facteurs de croissance pendant

I'embryogenese du cerveau.
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MATERIELS ET TECHNIQUES

I - MATERIELS.
1 - Obtention des cerveaux.

Les oeufs (White Leghorn), fécondés et non incubés, sont obtenus au couvoir
industriel de Bersée (Nord) et incubés a2 38°C en atmosphére saturée en humidité.
Les cerveaux sont prélevés a partir d'embryon de 7 jours (E7), 10 jours (E10),
15 jours (E15) d'incubation, de nouveaux-nés de 1 jour (P1) et de poule adulte
(Ad).

2 - Obtention des FGFs acide et basique.

Les FGFs acide et basique utilisés ont été obtenus soit par purification a partir
de cerveaux de boeufs, selon la technique définie par Courty et al. (1987) soit par
génie génétique. Les FGFs ont été purifiés au laboratoire ou ont été fournis par
D. Barritault (Paris XII). Les FGFs recombinant ont été fournis par M. Jaye
(Rorer, Central research, PA19406) et M. Miskulin (Paris XII).

II - TECHNIQUES.
1 - Jodation des FGFs.

Les FGFs sont radioiodinés selon une méthode a la chloramine T avec
quelques modifications (Moenner et al., 1986). Brievement, 3 ug de FGF sont
dilués dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,4) contenant 1% de polyéthyléne
glycol 1000 et incubés en présence de 37.10° Bq de Naa I'?° (ORIS-France) et 20

UM de chloramine T a température ambiante pendant 90 secondes. La réaction est
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arrétée par addition de 100 mM de N-acétyl tyrosine. Les FGF acide et basique
ainsi radiomarqués sont séparés du I'23 libre par chromatographie d'affinité sur
héparine-Sépharose (Pharmacia). L'activité spécifique est déterminée par calcul
du rapport de la radioactivité présente sur la proteine sur la radioactivité totale.
L'activité mitogéne des FGFs est vérifiée avant et aprés radiomarquage par
mesure de l'incorporation de thymidine tritiée sur les fibroblastes CCL39
(paragraphe 4).

4 - Mesure de l'activité mitogéne.

Les fibroblastes de la lignée CCL39 (ATCC CCL39) sont cultivés dans un
milieu essentiel minimum (MEM, sels de Earles, Gibco) contenant 10% de sérum
de veau foetal (SVF) (Gibco), 0,4% de pénicilline, 0,4% de streptomycine et
0,5% de fungizone. Les cultures sont placées a 37°C dans une atmosphére

contenant 5% de CO,. La mesure de la synthese d'ADN est menée selon la

méthode de Plouét et al. (1984) avec quelques modifications. Les cellules sont

ensemencées dans des puits (plaque 24 puits Nunclon, Nunc) 2 raison de 4.10*
cellules dans 0,5 ml de milieu par puits. Lorsque les cellules ont atteint la
confluence, le milieu de culture est remplacé par 0,5 ml de MEM sans SVF.
Apres 24 heures, les fractions a tester (volume maximum 50 pl) sont ajoutées
dans le milieu. Aprés 4 heures d'incubation, l'incorporation de thymidine tritiée
est stoppée par lavage des cellules par du PBS. Les cellules sont ensuite fixées par
I'acide trichloroacétique a 10% (0,5 ml/puits) pendant 30 min. a 4°C, lavées a
I'eau courante et lysées par la soude 0,1 N (0,5 ml/puits) pendant 2 h. a 37°C. Le
contenu de chaque puits est alors transféré dans une fiole a scintillation dans
laquelle sont ajoutés 3 ml de liquide scintillant (Ready-Safe). La radioactivité est
mesurée a l'aide d'un compteur Beta (LKB, Wallac).
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Figure 4 : Protocole de mesure de l'incorporation de thymidine triti€e dans les
fibroblastes CCL 39.

5 - Techniques spécifiques.

Les techniques spécifiques seront exposées dans les chapitres correspondants.
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CHAPITRE ]

DEVELOPPEMENT DU CERVEAU DE POULET

I - INTRODUCTION

Le développement du cerveau des Vertébrés est un phénomene complexe qui,
quoique relativement bien connu d'un point de vue morphogénétique, pose encore
de trés nombreux problémes sur le plan cellulaire et moléculaire. De fait,
actuellement, la compréhension des mécanismes mettant en place la structure du
cerveau fait appel a toutes les disciplines de la bioiogie moderne. Le
développement du cerveau de poulet constituant notre modele biologique, nous
nous proposons de décrire les principales étapes de son développement d'un point
de vue morphogénétique et histogénétique (paragraphe I) et de compléter ces
données par des travaux personnels concernant la prolifération cellulaire, la
différenciation nerveuse (paragraphe II) et la production de FGFs, facteurs de

croissance succeptibles de contrdler ces phénomenes (paragraphe III).

II - GENERALITES

A) Morphogenése

Apres la fécondation, le développement embryonnaire des Vertébrés peut étre
divisé en plusieurs phases : 1 - La phase de segmentation durant laquelle
I'embryon est le sieége d'une activité mitotique intense, 2 - La gastrulation, phase
pendant laquelle se mettent en place les 3 feuillets fondamentaux de I'embryon :
ectoderme, mésoderme et endoderme, 3 - La neurulation ou formation du tube
neural et enfin, 4 - L'organogengse pendant laquelle les organes se différencient
progressivement.

Dans le cas de I'embryon de poulet, la segmentation débute 5 heures apres la
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fécondation et s'achéve au bout de 24 heures lorsque 1'oeuf est pondu. Dans les
premiéres heures de l'incubation, qui chez la poule dure 21 jours a 38°C, débutent
les mouvements morphogénétiques de la gastrulation qui se poursuivront jusqu'a
la 50° heure d'incubation. D&s 20 heures d'incubation, l'ectoderme dorsal de
I'embryon s'épaissit pour former la plaque neurale. Cette plaque neurale va
progressivement se refermer sur elle-méme et se dissocier de I'ectoderme pour
donner le tube neural. La fermeture compléte du tube neural est atteinte apres 44
heures. Apparaissent ensuite les 3 vésicules primaires du cerveau, il s'agit de
facon antéro-postérieure du prosencéphale, du mésencéphale et du
rhombencéphale (Fig.5). Ces vésicules primaires sont creusées de cavités appelées
respectivement : le procoele, le mésocoele et le rhombocoele, cette dernigre cavité
étant en continuité avec le canal neural. Aprés 72 heures d'incubation, le
prosencéphale s'est nettement subdivisé en deux vésicules : antérieurement, le
télencéphale et postérieurement le diencéphale. Dans le diencéphale sont apparues
1 - Iatéralement, les vésicules optiques droite et gauche qui conduiront, au contact
de l'ectoderme céphalique, a la formation des yeux 2 - ventralement,
l'infundibulum qui contribuera avec la poche de Ratke a la formation de
I'hypophyse 3 - dorsalement, 1'épiphyse.

Apres 96 heures d'incubation (Fig.6), dans le télencéphale se forment
latéralement les 2 vésicules télencéphaliques dont la croissance permettra
d'aboutir aux hémispheres cérébraux. A ce stade, le mésencéphale contenant les
lobes optiques a considérablement grossi. Le rhombencéphale s'est subdivisé en
deux vésicules, de facon antéropostérieure il s'agit : du métencéphale et du
myélencéphale. Du 4° au 8% jour d'incubation, les centres sensitifs et moteurs se
sont développés. Les lobes olfactifs sont apparus sur la face antérieure du
télencéphale. Au 9% jour (Fig.7), la paroi dorsale du métencéphale s'est épaissie
pour donner naissance au cervelet. Les phases ultérieures du développement
(Fig.7) sont marquées par une croissance importante des hémisphéres cérébraux
et du cervelet. Le cerveau adulte (Fig.7) est caractérisé par la proéminence des
hémispheres cérébraux et du cervelet qui compriment les lobes optiques du
mésencéphale.



Figure 5

Les figures AB CJK L et DEF M N O représentent respectivement des
vues latérales externes et des coupes sagittales du cerveau d'embryons de
poulet de 11, 15, 20, 36, 40, et 50 somites (d'aprés ROMANOFF, 1960).

Les figures G H I sont des vues dorsales du cerveau d'embryons de poulet
de 7, 10 et 14 somites (d'apres PATTEN, 1952).

1 prosencéphale

2 diencéphale

3 mésencéphale

4 rhombencéphale

5 ganglion du N. trijumeau
6 vésicule optique

7 vésicule otique

8 sillon télo-diencéphalique
9 sillon méso-diencéphalique
10 sillon rhombo-mésencéphalique
11 parencéphale

12 synencéphale

13 tige optique

14 métencéphale

15 flexure cranienne

16 infundibululum

17 hypothalafnus

18 hémisphere

19 épiphyse

20 nerf occulo-moteur

21 myélencéphale

22 flexure cervicale

23 thalamus

24 corps striés

25 ganglion des nerfs glosso-
pharyngien et vague

26 neuropore antérieur

27 ouverture dans la tige optique

28 somite 1

29 ligne de fusion des plis neuraux
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Figure 6 : Coupe sagittale antérieure d'embryon de poulet a 96 h. d'incubation.
(d'apres Huettner, 1968)



Figure 7

Vues dorsales (lere colonne), latérales (2e colonne) et coupes
transversales (3e colonne) du télencéphale d'embryons de poulet a E6 (A), E8
(B), E10 (C), E13 (D) et E17 (E) (d'apres Rogers, 1960).

F est une vue dorsale de l'encéphale d'un poulet adulte (d'apres
Romanoff, 1960).

Grossissements : X 3,3

Abréviations
II a XII nerfs criniens 1ol lobe olfactif
C cervelet no nerf optique
CS corps striés par paraflocculus
E épiphyse pc plexus choroides
hc hémisphere cérébral tcp toit du cerveau postérieur
hyp hypophyse th thalamus
inf infundibulum vl ventricule latéral

lo lobe optique
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B) Histogenése

Le tube nerveux de 'adulte contient 3 grands types cellulaires :

1 - Les neurones, d'origine neurectodermique. Il existe différents types de
neurones : les neurones multipolaires (constitués d'un corps cellulaire et de
nombreuses dendrites), les neurones bipolaires (une seule dendrite) et les
neurones unipolaires (dendrites et axones sont issus du méme prolongement).

2 - Les cellules gliales. On distingue quatre types principaux de cellules
gliales: - les oligodendrocytes, d'origine neurectodermique sont responsables de la
myélinisation des axones du systéme nerveux central. - les astrocytes, d'origine
neurectodermique, dont le rle n'est pas complétement connu, sont le support
architectural des neurones et contrlent les échanges métaboliques des neurones
entre eux et avec le sang. - les cellules microgliales, d'origine mésodermique, sont
capables de se transformer en cellules phagocytaires et sont considérées comme
faisant partie du systéme immunitaire. - les cellules épendymaires, d'origine
neurectodermique, bordent la paroi des ventricules et du canal médulaire et sont
impliquées dans le contréle des échanges entre tissus nerveux et liquide
céphalorachidien.

3 - Les cellules endothéliales, d'origine mésodermique, constituent la paroi
des vaisseaux et capillaires sanguins présents a la fois dans les méninges et dans le
tissu nerveux.

La mise en place des neurones, de la glie et des cellules vasculaires s'effectue

séquentiellement au cours du développement.

a - Neurogenese et gliogenése

La mise en place des cellules nerveuses peut étre divisée en 6 grandes étapes.
Dans I'ordre de leur apparition, ce sont :
1) la prolifération localisée de cellules précurseurs,

2) la migration des cellules de leur lieu de formation vers leur emplacement
définitif,
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3) l'agrégation des cellules pour former des noyaux dans le cerveau,
4) la différenciation des neurones,

5) I'établissement des connexions entre neurones,

6) la mort sélective de certains neurones.

Dés sa fermeture, le tube neural est composé de deux zones (Fig.8) : 1 - la
zone ventriculaire (ZV), bordant la lumiére interne du tube. Cette zone
ventriculaire constitue ce que 1'on appelle le "neuroépithélium germinatif”, dont
les cellules - les cellules neuroépithéliales - sont considérées comme les
précurseurs communs des neurones et de la glie. 2 - la zone marginale (ZM), qui
est acellulaire borde la face externe du tube neural. Au cours du cycle cellulaire,
le corps cellulaire des cellules neuroépithéliales migre a l'intérieur de la zone
ventriculaire. Les synthéses d'ADN s'effectuent lorsque leur noyau se situe dans la
partie externe de la zone ventriculaire, alors que la mitose s'effectue au contact de
la lumiére ventriculaire. Ces mouvements caractéristiques des cellules
neuroépithéliales au cours de leur cycle cellulaire sont appelés "to and fro"
migration (Sidman et al., 1959). Les cellules ainsi générées peuvent continuer leur
cycle cellulaire et répéter un cycle "to and fro" ou donner naissance a des
neuroblastes et 4 des glioblastes qui vont migrer vers la partie externe du tube
nerveux. Les premieres cellules a étre générées au cours du développement sont
les neuroblastes. Cependant, la migration des neuroblastes vers les couches
externes du tube neural peut étre guidée par une catégorie de cellules appelées les
cellules gliales radiales (Rakic, 1972).

La prolifération des cellules neuroépithéliales entraine un épaississement de la
paroi du tube nerveux et les neuroblastes néoformés vont constituer une autre
couche appelée zone intermédiaire (ZI). Dans le télencéphale, les cellules qui
passent au travers de la zone intermédiaire se regroupent pour former la plaque
corticale (PC), région dont les différentes couches formeront le cortex cérébral.
Durant les stades ultérieurs, la zone ventriculaire originelle est réduite a une
couche épendymaire limitant les ventricules cérébraux. La zone sous-ventriculaire
(ZS) représente une seconde région de prolifération cellulaire ou seront formées
essentiellement les cellules gliales.
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Dans le télencéphale du poulet, il a pu étre montré, par incorporation de
thymidine tritiée et radioautographie, que la plupart des neurones sont générés
entre E4 et E9. Les cellules gliales par contre apparaissent générées
essentiellement apres E10 (Tsai et al. 1981a).

En ce qui concerne le cervelet, la prolifération des cellules neuroépithéliales
est complétée, apres E10, par la prolifération des cellules de la couche granulaire
externe (Hanaway, 1967).

Le développement du tissu nerveux est aussi caractérisé par de nombreux
phénomenes de mort cellulaire et en particulier de mort neuronale. Chez le
poulet, certains noyaux cellulaires et surtout la moelle épiniére ont servi de
modeles d'études des phénomenes de mort neuronale. Ainsi, dans le noyau
isthmo-optique, les neurones sont générés essentiellement entre E5 et E7. Jusqu'a
E13, ce noyau contient 22000 neurones, a partir de E18, il en reste 13000 et aprés
la naissance seulement 9500 neurones sont encore présents (Cowan and Wenger,
1968a ; Clarke and Cowan 1976 ; Cowan and Clarke, 1976). Dans le noyau
magnocellulaire, les neurones sont générés entre E4 et ES, entre ES et E7, ils
migrent vers leur zone de différenciation et les quatre jours suivant, leur nombre
diminue de 84% (Rubel et al., 1976). Dans la moelle épiniére compléte du poulet,
le nombre de motoneurones de 20000 a E6, n'est plus que de 12000 a E10
(Hamburger, 1975). De fagon générale, on considére que les neurones qui
dégénerent durant cette période sont ceux qui n'ont pas établi de connexions
fonctionnelles (revue dans Jacobson, 1978).

Dans le cerveau adulte, les phénoménes de prolifération cellulaire sont peu
importants, cependant, aprés blessure du tissu nerveux chez le rat, une importante
gliose apparait dans la zone bordant la blessure (Cavanagh,1970). Par ailleurs, des
processus de neurogenese ont été détectés dans la zone ventriculaire du cerveau de

canari adulte et ce, au moment ou chaque année, cet oiseau commence 2 chanter
(Alvarez-Buylla, 1988).
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b -_Angiogenése.

Dés la 50° heure d'incubation, se met en place la vascularisation externe du
cerveau qui débute par la formation d'un plexus qui se différenciera en arteres et
veines leptoméningeales. A partir de ce réseau vasculaire externe, les capillaires
sanguins vont progressivement et radialement envahir le tube nerveux
(Atterbury,1923 ; Auerbach,1976). Ce processus commence vers E 3,5 et se
poursuit durant toute la croissance du cerveau. La barriere hémoencéphalique se
met en place progressivement, elle fait intervenir les cellules endothéliales et
gliales (astrocyte notamment) qui, par leurs propriétés morphologiques et
biochimiques, permettent une régulation trés précise des échanges entre le sang et
le tissu nerveux (Delorme, 1971).

C) Facteurs trophiques

Les phénomenes de prolifération, de migration et de différenciation cellulaire,
tout comme 1'élaboration des contacts et circuits neuronaux se déroulant au cours
du développement cérébral, font intervenir de nombreuses molécules trophiques.

Des extraits bruts de cerveau embryonnaire et adulte présentent des activités
mitogénes, neurotrophiques et angiogénes. De nombreux travaux rapportent la
présence d'activité mitogéne dans des extraits de cerveau (Thomas et al, 1980 ;
Kellett et al., 1981) et de rétine (Barritault et al, 1981). Par ailleurs, il apparait
que des extraits de cerveaux d'embryons et de nouveaux-nés, sont plus actifs que
des extraits de cerveau adulte sur la prolifération des astrocytes en culture
(Morrisson and De Vellis, 1981). De méme, des extraits de cerveaux
embryonnaires et adultes sont capables de stimuler la différenciation de cellules
PC12 (Rauwala, 1989) ainsi que la croissance des cellules endothéliales in vitro et
l'angiogénese in vivo ( Robertson et al, 1985 ; Risau et al, 1986)

Un certain nombre de facteurs de croissance, capables de stimuler la
prolifération et/ou la différenciation des cellules dérivées du tube nerveux, ont été

décrits. Le premier facteur de croissance a avoir été caractérisé fut le Nerve
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Growth Factor (NGF). Ce facteur isolé originellement & partir d'une tumeur
(Sarcome 180) puis a partir de la glande a venin de serpent et enfin de la glande
salivaire de souris, a été caractérisé biochimiquement et se montre capable de
stimuler la survie et la croissance des neurones sympathiques in vitro (revue dans
Levi-Montalcini and Angeletti, 1968). In vivo, l'injection de NGF dans l'embryon
de poulet induit l'excroissance des fibres nerveuses sympathiques
(Levi-Montalcini and Booker, 1960a) ; par contre, l'injection d'anti-NGF
entraine une atrophie de ces mémes fibres nerveuses (Levi-Montalcini and
Booker, 1960b). Enfin, in vitro, le NGF stimule également la synthése de
neurotransmetteurs (Levi-Montalcini et al. 1973).

Aprés le NGF, d'autres substances capables de stimuler la survie et la
croissance neuronale ont été caractéris€es. Le Ciliary Neurotrophic Factor
(CNTF) isolé de l'oeil de poulet (Barbin et al., 1984), du nerf sciatique de rat
(Manthorpe et al, 1986) et du coeur de boeuf (Watters et Hendry, 1987), stimule
la survie de cellules de ganglions ciliaires en culture. Le Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) purifié du cerveau de porc (Barde et al., 1982)
active la survie et la croissance de fibres nerveuses de neurones sensoriels de
poulet embryonnaire et de rétine de rats (Davies et al., 1986 ; Johnson et al.,
1986; Hoffer et Barde, 1988).

De plus, d'autres facteurs de croissance isolés d'abord a partir de leurs effets
sur les tissus non nerveux se sont avérés avoir un effet sur les cellules du cerveau.
Ainsi, l'insuline et les insuline like growth factor I et II favorisent la survie
(Aizenman and De Vellis, 1987 ; Recio-Pinto et al., 1986), la croissance
(Aizenman and De Vellis, 1987 ; Bhat et al., 1983 ; Dicicco-Bloom et al, 1988 ;
Mill et al., 1985 ; Recio-Pinto et al., 1986) et la différenciation (Aizenman et al.,
1986 ; Avola et al., 1988 ; Kyriakis et al., 1987 ; Mill et al., 1985) neuronale. Un
effet stimulateur des synthéses d’ADN dans les astrocytes a également été€ rapporté
(Lenoir et Honegger, 1983). L'epidermal growth factor (EGF) est un puissant
mitogene des astrocytes (Avola et al., 1988) et favorise la croissance de neurones
de rats nouveaux-nés (Morrisson et al., 1987-1988). Le Platelet Derived Growth
Factor (PDGF) est actif sur la différenciation des cellules gliales (Noble et al.,
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1988 ; Raff et al., 1988 ; Richardson et al. 1988).

D'autres molécules isolées a partir du tissu nerveux tels que les Astroglial
Growth Factors (AGF I et II) (Pettmann et al., 1985), les Eye Derived Growth
Factors (EDGF 1 et II) (Barritault et al. 1981), 'Embryonic Brain-derived
Angiogenic Factor (EBdAF) (Risau, 1986) se sont avérées structuralement
identiques aux FGF acide et basique isolés du cerveau de boeuf. Par ailleurs, les
propriétés multiples des FGFs au niveau des cellules nerveuses sont maintenant
bien connues (Chapitre Généralités). De plus, ces facteurs de croissance sont
présents dans le cerveau au cours du développement. En 1986, Risau montre que
l'activité mitogéne présente dans un extrait de cerveau d'embryon de poulet est
élevée a E4, baisse j'usqu'a E6 et augmente ensuite jusqu'a E17. A partir d'un
extrait de cerveau a E14, Risau et al. (1988) purifie une molécule angiogéne qui
s'dvere étre du FGF acide. Cependant, on ignore si l'activité angiogéne, a tous les
autres stades de développement, correspond ou non au FGF acide. D'autres
molécules angiogenes ont été détectées dans le cerveau et pourraient également
intervenir (Robertson et al. 1985), par conséquent, le profil d'activité angiogéne
au cours du développement rapporté par Risau ne peut étre assimilé au profil
d'activité du FGF acide. Caday et al. (1990) montrent que l'activité mitogéne de
cerveau de rat augmente jusqu'a P40, et qu'entre P10 et P40, les quantités de FGF
acide et basique augmentent considérablement. Dans notre laboratoire, il a été
montré que dans le cerveau de souris, la quantité de FGF acide et I'expression de
ses ARN messagers augmentent régulierement de E14 jusqu'au stade adulte
(Thomas et al., 1990).

L'ensemble de ces résultats indiquent que les FGF acide et basique, facteurs de
croissance mitogénes, neurotrophiques, chémotactiques et angiogénes, sont
présents au cours du développement du cerveau et pourraient donc y avoir une
fonction importante.
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III - PROLIFERATION CELLULAIRE ET MATURATION NEURONALE.

La prolifération cellulaire et la différenciation nerveuse ont été évaluées au
cours du développement du cerveau, respectivement par mesure des syntheses

d'ADN et dosages des taux de neurotransmetteurs aminergiques.

A) Matériels et Techniques

1 - Mesure des syntheses d'’ADN.

Les cerveaux de poulet a ES, E7, E10, E15, E17, E19, P1 et au stade adulte
sont disséqués a température ambiante et immédiatement coupés en fragments de

5mm?>

environ. Les fragments sont aussitét incubés dans du milieu essentiel
minimum (Dubelco) pendant 4 heures (sauf pour 1'étude cinétique) en présence de
2 u Ci/ml de thymidine marquée au carbone 14 (CEA ; activité spécifique 50 m
Ci/mmole). A la fin de la période d'incubation, les fragments sont rincés par du
milieu de culture dépourvu de précurseur radioactif, et broyés a l'aide d'un
homogénéiseur de Potter dans un tampon Tris 10 mM, pH 7, EDTA 10mM, NaCl
100 mM, selon un rapport poids/volume égal a 3. L'homogénat est ensuite
transféré dans un tube & hémolyse maintenu a 0°C par de la glace fondante. Un
aliquote est prelevé pour le dosage de la quantité d'’ADN. Le volume restant est
précipité par l'acide trichloroacétique 2 10% pendant 30 mn. 4 0°C. Le précipité
est recueilli sur un filtre en fibres de verre (Whatman GF/C). Ce demier est placé
dans un tube contenant du liquide scintillant (Lipoluma) et la radioactivité est
mesurée dans un compteur a scintillation (LKB, Wallac 1215). Pour le dosage de
I'ADN, lhomogénat précédemment prélevé est complété par 30 ng/ml de
diaminophénylindolamine (DAPI) (Sigma), intercalant fluorescent spécifique de
I'ADN (Brunk et al., 1979). La quantité d'ADN est déterminé par mesure au
spectrofluorimétre (Perkin Elmer LS3). La courbe étalon est réalisée a partir
d'ADN de thymus de veau (Sigma).
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2 - Dosage des neurotransmetteurs

1) Préparation des échantillons.

Les cerveaux de poulet aux stades E7, E10, E15, P1 et adulte sont
homogénéisés avec un micro-broyeur conique verre-verre dans un tampon HCl
0,2 M suivant un rapport poids/volume égal a 3. Un aliquote est prélevé pour le
dosage des protéines, les échantillons sont centrifugés (15000 g, 30 mn. , 4°C) et

les surnageants sont récupérés pour doser les monoamines.

2) Dosage des monoamines.

a) Les catécholamines.

Elles sont dosées par HPLC (High pressure liquid chromatography)
(Beckman 340). La phase fixe apolaire est formée de billes de silice de 5 um de
diametre greffées en C18. La phase mobile est formée par le mélange : acétate de
sodium 0,1M, acide citrique 0,02M, sodium acétyle sulfate (100 ng/ml), EDTA
(50 ng/ml), méthanol 8% (Phase de Mefford, 1981). L'injection (20 ul de
surnageant) est réalisée en continu grice a une pompe (112 solvant delivery,
module Beckman) & 1 ml/mn et sous 20 atmosphéres. Les monoamines sont
détectées électrochimiquement grace 2 une cellule de mesure placée a la base de la
colonne. Cette cellule comporte 2 cubes de téflon opposés par l'intermédiaire d'un
joint de plastique plan, d'épaisseur constante et perforé en son centre d'une fente
ovale délimitant un volume de 10 pul. Le cube supérieur de la cellule porte une
électrode de mesure en carbone vitreux (Bio Analytical System) connecté par un
fil d'or a 1'unité ampérométrique (type PRG/DEL-Tacussel). Un potentiel de 600
mV, imposé entre cette électrode et une électrode de référence Ag/Ag Cl
provoque l'oxydation des catécholamines en quinones avec libération de 2
électrons par molécule.
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b) La sérotonine (SHT).
Elle est dosée de 1la méme fagon mais la phase mobile utilisée est différente:
acétate de sodium 0,1M, acide citrique 0,1M et méthanol 15%. Les électrons
captés par l'électrode de mesure modifient l'intensité du courant de fagon

proportionnelle au nombre de molécules oxydées.

L'identification et la quantification des catécholamines et de la sérotonine sont
faites apres injection d'un mélange témoin de noradrénaline, adrénaline, dopamine
et 5 HT (1 ng/20 pl). Les résultats sont exprimés en ng/mg de protéines.

B) Résultats

1 - Evolution des synthéses d'ADN.

L'étude cinétique réalisée avec des cerveaux au stade E15 (Fig.9A) montre
que l'incorporation de thymidine tritiée dans 1'ADN en fonction du temps est
linéaire et ce jusqu'a 8 h. d'incubation, c'est pourquoi, nous avons choisi une
période d'incubation de 4 h. Par ailleurs, l'utilisation de doses variables de
thymidine indique qu'un niveau maximal d'incorporation est atteint a partir de 2
puCi/ml (Fig.9B), nous avons donc réalisé I'ensemble des expérimentations avec
une dose de thymidine tritiée de 2 uCi/ml.

Deux séries expérimentales ont été effectuées : dans la premiére, la synthése
d'ADN est étudiée dans le cerveau entier, dans la deuxiéme, elle est étudiée dans
chacune de ses vésicules.

a) Synthése d'ADN dans les cerveaux entiers.

Les résultats (Fig. 10A) montrent que la synthése d'ADN (exprimée en
cpm par rapport a la quantité d'ADN) diminue progressivement au cours du
développement avec une chute de 70% entre E7 et E10 et 60% entre E15 et E17.

Apres la naissance, les synthéses d'ADN restent a un niveau minimal.
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b) Synthéses d'ADN dans chaque vésicule.
Les résultats (Fig.10B) indiquent que dans chacune des vésicules

étudiées, le niveau de synthése d'ADN (exprimé en cpm par rapport a la quantité
d'ADN) diminue au cours du développement. Le mésencéphale est la vésicule
cérébrale dans laquelle les synthéses d'’ADN sont les moins importantes pour les
stades étudiés ; par ailleurs, elles atteignent un niveau minimal des E10.
L'ensemble formé du télencéphale et du diencéphale présente un niveau de
synthése supérieur au mésencéphale jusque E15, mais toujours inférieur a
l'ensemble métencéphale-myélencéphale. De plus, dans le
télencéphale-diencéphale, les synthéses d ADN diminuent de 70% entre E7 et E10
puis de 50% entre E10 et E12 et baissent ensuite progressivement jusqu'a la
naissance. Dans 1'ensemble métencéphale-myélencephale, les synthéses sont pour
tous les stades embryonnaires supérieures a celles des autres parties étudiées et

diminuent de 50% entre E17 et E10 puis progressivement jusqu'a 1'éclosion.

2 - Evolution du taux de neurotransmetteurs.

Les résultats obtenus montrent que les quantités de neurotransmetteurs
aminergiques augmentent des premiers stades embryonnaires jusqu'a 1'état adulte.
La quantité de dopamine, constante de E7 a E15 (2,28 - 4,02 ng/mg de protéine)
augmente de facon importante a P1 (25 ng/mg de protéine) (Fig.11A). La quantité
de noradrénaline est comparable 2 E7 et E10 (3-10 ng/mg de protéine) puis triple
entre E10 et E15 pour se maintenir ensuite constante (Fig.11B). Enfin, la quantité
d'adrénaline constante de E7 a P1 (1,20 - 2,95 ng/mg de protéine) augmente
fortement chez 'adulte (9,9 ng/mg de protéine) (Fig.11C). Les valeurs ajoutées de
ces 3 neurotransmetteurs font apparaitre que le taux de catécholamines dans le
cerveau est multiplié par 3,5 entre E10 et E15 puis par 2 entre E15 et I'adulte
(Fig.11D).

La quantité de sérotonine reste relativement constante de E7 a P1 (3-9

ng/mg de protéine) et augmente chez l'adulte ( 36 ng/mg de protéine) (Fig.11E).



Figure 11 : Evolution des quantités de neurotransmetteurs aminergiques :
dopamine, noradrénaline, adrénaline et sérotonine au cours du
développement du cerveau. Les résultats correspondent a la moyenne
de 6 a 8 déterminations.
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IV - DOSAGE DES FGF ACIDE ET BASIQUE.
A) Techniques :

Les FGFs acide et basique ont été purifiés par chromatographie d'affinité sur

héparine-Sepharose et dosés par mesure de l'activité mitogéne et par test ELISA.

1 - Purification

Les cerveaux de poulet des stades E7, E10, E15, E17, E19, P1 et adulte
sont homogénéisés suivant un rapport volume/poids égal a 1, dans un tampon PBS
contenant 0,14M chlorure de sodium, 1mM phényl méthyl sulfonyl fluoride
(Sigma), 10 mM sodium phosphate pH 7,4, et aprés une heure 4 0°C sont
centrifugés (30000 g, 30 mn., 4°C). Les surnageants obtenus constituent les
extraits bruts, un aliquote est prélevé pour les différents dosages. Pour chacun des
stades étudiés, un volume d'extrait brut correspondant a3 50 mg de protéines est
appliqué sur une colonne contenant 50 mg d'héparine-Sepharose (Pharmacia) et
préalablement équilibré a l'aide de la solution de PBS précédemment décrite.
Aprés passage de l'extrait brut, la colonne est lavée par 10ml de PBS 0,65 M
NaCl et 1'élution est réalisée en 2 étapes : d'abord par 2 ml de PBS 1,3 M NaCl
puis par 2 ml de PBS 2 M NaClL

2 - Activité mitogéne.

La mesure de l'activité mitogéne de 50 pul de chacun des extraits bruts et
de 10ul des fractions d'élution 1,3 et 2 M NaCl d'héparine-Sepharose, est réalisée
in vitro sur culture de fibroblastes CCL39 comme décrit dans le chapitre
"Matériels et Techniques”.



58

3 - Dosage ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay).

Il a été réalisé sur des extraits bruts et purifiés (1,3 M et 2 M NaCl sur
héparine-Sépharose) de cerveaux aux stades E7, E10, E15, P1 et adulte. 5 mg de
protéines pour les extraits bruts et 50 pul pour les fractions 1,3 M et 2 M NaCl
d'élution d'héparine-Sepharose sont placés sur des puits de plaques de
microtitration (Nunc-Immuno I). Aprés incubation (2 h. a2 37°C puis une nuit
4°C), les puits sont vidés, rincés 5 fois avec du PBS-Tween (PBS, 0,15 M NaCl,
Tween 80 0,05%) et saturés par une solution PBS contenant 0,5% BSA pendant 4
h. a 37°C. Les puits sont ensuite rincés par la méme solution de PBS Tween 5 fois
et incubés avec la solution d'anticorps monoclonaux anti-FGFs reconnaissant les
deux formes de FGFs (Boilly Y. Lille). Aprés 4 h. a 37°C, les plaques sont
rincées 4 fois par du PBS-Tween et une fois par du PBS seul. La révélation des
complexes antigéne-anticorps est alors réalisée avec 100 pl d'une solution
d'anticorps de chévre anti-immunoglobuline de lapin conjugué a la peroxydase
(Pasteur) diluée au 1/500 dans du PBS 0,15 M NaCl pendant 2 h. 2 37°C. Les
puits sont ensuite rincés 3 fois par du PBS 0,15 M NaCl, puis une solution

d'orthophénylbenzenediamine (OPD) (Sigma) a 2,2 mM dans le tampon citrate
(acide citrique 100 mM, Na, HPO, 100mM, pH5, H,0, 13 mM) est ajoutée. Aprés

15 mn. environ, la réaction est stoppée par 100 pul d'H, SO, 4N. La densité

optique est lue sur lecteur de plaques (Dynatech MR 700) a 490 nm.
B - Résultats :

- Evolution de l'activité mitogéne.

Les résultats (Fig.12) font apparaitre que l'activité mitogéne d'un extrait
brut de cerveau est équivalente a3 E7 et E10, double entre E10 et E15 pour se
maintenir ensuite relativement constante.

L'activité non retenue sur colonne d'héparine-Sepharose constitue
approximativement 50% de l'activité totale pour chacun des stades étudiés. Cette
activité augmente entre E10 et E15.



B Activité totale

Activité non retenue
80000

60000 -

40000 -

20000 -

Incorporation de 3H-thymidine (cpm)

E7 E10 EI15 P1 Adulte

Figure 12 : Evolution de l'activité mitogéne (pour les fibroblastes CCL 39) totale
et non retenue sur héparine-Sépharose, d'extraits de cerveaux au cours

du développement. Les résultats correspondent a2 la moyenne
de 5 déterminations.
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Figure 13 : Evolution de l'activité mitogéne, retenue sur héparine-Sépharose et
éluée en présence de 1,3 M NaCl (A) et 2M NaCl (B), d'extraits de
cerveaux, au cours du développement. Les résultats correspondent a la
moyenne de 5 déterminations.
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Figure 14 :Evolution de l'immunoréactivité anti-FGF (sans distinction forme
acide, forme basique) présente dans les extraits de cerveaux a
différents stades du développement.Les résultats correspondent a la
moyenne de 5 déterminations.
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Les activités retenues sur colonne d'héparine-Sepharose et éluées avec 1,3M
(Fig.13A) et 2M NaCl (Fig.13B) apparaissent doubler entre E10 et E15 .

2 - Evolution des quantités de FGFs.
Les résultats (Fig.14) montrent que l'immunoréactivité anti-FGFs

présente dans le cerveau, triple entre E10 et E15 ; les différences observées entre
les stades ultérieurs ne sont pas significatives. |

Les fractions 1,3M et 2M NaCl d'élution de la colonne d’
héparine-Sépharose apparaissent €tre en-dessous du seuil de sensibilité de notre

méthode et n'ont pas pu étre correctement dosées (non montré).

V - DISCUSSION

Nous discuterons successivement les résultats concernant la prolifération

cellulaire, la maturation neuronale et l'activité mitogéne d'extraits de cerveaux.

Prolifération cellulaire.

Nos résultats montrent que les synthéses d'ADN dans le cerveau complet et
dans chacune de ses vésicules subissent une brutale diminution entre E7 et E10.
Une diminution de la synthése d'ADN peut s'interpréter soit comme une
diminution du nombre de cellules engagées dans le cycle cellulaire, soit comme
une augmentation de la durée du cycle cellulaire, ou bien encore comme une
combinaison des 2 propositions précédentes. On sait que la durée du cycle
cellulaire des cellules du cerveau embryonnaire diminue au cours du
développement, par ailleurs, des expériences de comptage des cellules en mitose et
en phase S montrent que la proportion de ces cellules diminue au cours du
développement (Korr, 1980). Il est donc vraisemblable que la diminution des

synthéses d'ADN observées au cours du développement corresponde 2 la fois a
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une diminution de la prolifération cellulaire et a un allongement du cycle
cellulaire. De plus, Tsai et al. (1981a), rapportent par analyse autoradiographique
apres injection de thymidine tritiée, que la période de génération des neurones est
comprise entre E4 et E10 dans le télencephale de poulet. La diminution brutale
des synthéses d'’ADN que nous observons a ces stades pourrait donc correspondre
a l'arrét de la production des neuroblastes. Par contre, les cellules gliales sont
générées apres E10, ce qui pourrait rendre compte du maintien d'une activité de
synthése d'ADN jusqu'a la naissance. Par ailleurs, la multiplication des cellules
endothéliales intervenant pendant les processus d'angiogenese doit également étre
prise en compte. Ces processus commencent dé¢s E4 et se poursuivent pendant
toute la croissance du cerveau. Si les phénomenes de vascularisation du cerveau
ont été étudiés (Atterbury,1923 ; Auerbach et al. 1976; Delorme, 1971), nous ne
disposons par contre pas de données quant a I'évolution de la prolifération des
cellules endothéliales au cours du développement. Cependant, 1'activité angiogéne
du cerveau de poulet est importante de E12 a2 E18 (Risau, 1986) ce qui pourrait
s'accompagner durant cette période d'une prolifération des cellules endothéliales.

Cependant, la méthodologie que nous avons utilisée permet d'avoir une
information globale sur les synthéses d'’ADN, mais ne permet pas de distinguer les
différents types cellulaires impliqués.

Le deuxieme point important de nos résultats est le comportement différent de
I'ensemble métencéphale-myélencéphale par rapport aux autres vésicules. La
vésicule formée par le télencéphale-diencéphale ainsi que le mésencéphale ont
toujours un niveau de syntheése d'ADN inférieur au métencéphale-myélencéphale.
Par ailleurs, dans cette derniére vésicule, un important niveau de synthese se
maintient jusqu'a 1'éclosion. Ces données sont a rapprocher des données
morphologiques qui montrent que le cervelet se forme par épaississement du
métencéphale a partir de E8 et que sa croissance reste importante jusqu'a
I'éclosion (Hanaway et al. 1967). Par ailleurs, dans le cervelet, la prolifération des
cellules neuroépithéliales de la zone ventriculaire est complétée a partir de E12
par la prolifération des cellules corticales (Hanaway et al. 1967).

L'ensemble de nos résultats confirme donc les observations morphologiques et
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cytologiques et les compléte sur le plan quantitatif.

Maturation neuronale.

Les deux principaux systtmes de neurotransmission chimique sont les
systemes aminergique et cholinergique.

Concernant le systtme cholinergique, le métabolisme de 1'acétylcholine fait
intervenir une enzyme de biosynthése, la cholineacétyltransferase (CAT), qui a
partir de la choline et de 1'acétylcoenzyme A forme l'acétylcholine (Ach). Aprés
libération dans la fente synaptique, 1'acétylcholine est dégradée par une deuxiéme
enzyme, l'acétylcholinestérase (Ach E). La mise en place du systéme
cholinergique a déja été€ étudiée au cours du développement du tissu nerveux.
Ainsi, dans la rétine de poulet, une activité AchE est détectée dés E7 et augmente
réguliérement au cours du développement et ce jusqu'a P21 (Martelly and
Gautron, 1988).

Concernant le systéme aminergique, la biosynthése des catécholamines débute
par une hydroxylation de la tyrosine qui forme ainsi la dopa. Sous l'action de la
dopa-décarboxylase se forme la dopamine qui peut étre transformée en
noradrénaline par la dopamine 8 hydroxylase. Enfin, une méthylation de la
noradrénaline par une N-méthyl transférase permet d'aboutir & 1'adrénaline. Les
catécholamines peuvent étre dégradées a l'intérieur du neurone par la monoamine
oxydase (MAO) et dans la fente synaptique par la catéchol-O-méthyl-transférase
(COMT).

Notre étude indique que la dopamine, la noradrénaline, I'adrénaline et la
sérotonine sont présents dans le tube nerveux dés E7. Cependant, leurs niveaux y
sont tres faible, ce qui traduit bien le faible niveau de différenciation neural qui a
déja rapporté a ce stade (Jacobson, 1978). La premiére catécholamine dont la
quantité augmente fortement est la noradrénaline, entre E7 et E10 et surtout entre
E10 et E15. Le taux de dopamine, quant a lui, augmente 6 fois entre E15 et P1.

Enfin, la quantité d'adrénaline et de sérotonine augmente respectivement 3 et 4
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fois entre P1 et 1'état adulte. Ces résultats suggerent que la différenciation des
neurones noradrénergiques précede celle des neurones dopaminergiques qui est
suivie par la différenciation adrénergique et sérotoninergique. De fagon plus
globale, il apparait que la différenciation catécholaminergique est antérieure a la
différenciation sérotoninergique. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par Hevor et al. (1988) qui rapportent que, dans des cultures de neuroblastes
d'hémispheres cérébraux d'embryon de poulet, les catécholamines apparaissent a
un niveau important d&s le 2° jour de culture, alors qu'un niveau important de
sérotonine apparait au 4° et 6° jour de culture. Ces auteurs rapportent également
que dans les hémispheres cérébraux, la quantité de dopamine augmente
régulicrement au cours du développement embryonnaire (E10, E18) et que le
taux d'adrénaline et de sérotonine sont plus important 3 E12 et E14 qu'aux autres
stades étudiés. Nous n'avons pas observé ces variations des taux d'adrénaline et de
sérotonine ; cependant, notre étude concerne le cerveau dans son ensemble alors

que ces auteurs n'ont étudié que les hémispheéres cérébraux

Activités mitogénes.

Nos résultats indiquent que l'activité mitogéne présente dans le cerveau de
poulet augmente au cours du développement et ce, particulierement entre E10 et
E15. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Risau (1986) qui rapporte
que l'activité mitogéne du cerveau de poulet pour les cellules endothéliales
augmente entre E9 et E17. Risau considére que ses données traduisent une activité
angiogénique élevée entre E12 et E18 ; cependant, dans le cerveau adulte,
I'angiogenése est considérablement ralentie (Robertson et al. 1985), alors que nos
résultats indiquent que l'activité mitogéne se maintient a3 un haut niveau. Par
ailleurs, Caday et al., (1990) montrent également une augmentation de l'activité
mitogeéne du cerveau de rat jusqu'a P40. Dans le cas du poulet comme dans celui
du rat, I'activité mitogéne du cerveau augmente au cours du développement alors
que l'activité mitotique diminue comme en témoignent les observations
histologiques (Tsai et al. 1981a; Korr et al., 1980) et nos mesures de synthése

d'ADN. En fait, nous pensons qu'il n'y a pas contradiction entre ces deux
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phénomenes puisque la présence de facteurs de croissance dans un tissu ne signifie
pas que ces facteurs y exercent un réle, car la présence de récepteurs spécifiques
de ces facteurs sur les cellules est nécessaire a leur action.

L'activité mitogene du cerveau est essentiellement due a des molécules
retenues sur héparine (Risau et al., 1986 ; Caday et al., 1990). Dans nos
expériences, 50% de l'activité totale sont imputables a des "heparin-binding
growth factors". Les 50% restant non retenus sur héparine-Sépharose peuvent
rendre compte d'un rendement moyen de notre purification et/ou étre dis 2 la
présence d'autres facteurs de croissance. L'activité retenue sur
héparine-Sépharose a été éluée en 2 étapes : la premiére par 1,3 M NaCl, la
seconde par 2 M NaCl. La fraction 1,3 M NaCl montre une augmentation
d'activité notamment entre E10 et E15. Risau et al. (1988) montrent que l'activité
mitogéne du cerveau de poulet 4 E15 qui est retenue sur héparine et éluée en
présence de 1,3 M NaCl correspond & du FGF acide. Cependant, les travaux de
Risau ne donnent pas d'indication quant a I'évolution du taux de FGF acide au
cours du développement. Par ailleurs, la fraction d'élution 2 M NaCl contient une
activité mitogéne qui, dans de nombreux autres modéles, a pu étre attribuée au
FGF basique (chapitre Généralités) et dont la capacité de stimulation augmente
également entre E10 et E15. Une augmentation de l'activité mitogéne peut
s'imterpréter comme une augmentation de la quantité de FGF acide et basique ou
comme une maturation de ces molécules qui deviendraient ainsi plus efficientes au
niveau de leurs récepteurs. Bien que des phénomeénes de maturation des FGFs
aient déja été rapportés (Ueno et al., 1986a ; Story et al., 1987 ; Feige et al.,
1988a), nos mesures de l'immunoréactivité anti-FGF associée aux extraits de
cerveaux indiquent que la quantité de FGF augmente effectivement au cours du
développement. Ce résultat est & rapprocher de celui obtenu par Seed et al. (1988)
qui rapportent une augmentation de la quantité de FGF (sans distinction de forme
acide ou basique) dans l'embryon entier de poulet entre E9 et E13. Par ailleurs,
Thomas et al. (1990) indique que dans le cerveau de souris, la quantité de FGF
acide, ainsi que l'expression de ces ARN messagers augmentent de E14 jusqu'a
I'état adulte.



64

Il est intéressant de remarquer que la quantité de FGF acide et basique
augmente entre E10 et E15 dans le cerveau de poulet, alors que la prolifération
des neuroblastes cesse a E10 (Tsai et al. 1981a). Apres E10, les neuroblastes
migrent et se différencient (Tsai et al. 1981b). Le fait que la différenciation des
neuroblastes en neurones est accompagnée d'une augmentation du taux de FGFs
suggere que ces neurones seraient a l'origine de la production des FGFs. Cette
hypothese est en accord avec l'observation de Pettmann et al. (1986) qui montrent
que dans le cervelet, l'immunoréactivité anti-FGF est associée aux neurones. De
plus, cette augmentation du taux de FGF est également accompagnée par une
augmentation importante dans le cerveau du taux de neurotransmetteurs
catécholaminergiques comme le rapportent nos mesures. L'ensemble de ces
résultats suggerent une production du FGF par les neurones et en particulier, par
les neurones catécholaminergiques

Cependant, une évolution de la quantité de FGF acide et basique ne peut
rendre compte a elle seule de l'activité de ces facteurs au cours du développement
du cerveau. En effet, on ne sait quels sont les types cellulaires cibles de ces
facteurs et, bien que des récepteurs aux FGFs aient été détectés dans le cerveau
adulte (Courty et al., 1988 ; Ledoux et al., 1989) et méme récemment dans le
cerveau embryonnaire a E17 (Olwin and Hauschka, 1990a), on ne sait pas si ces
récepteurs sont présents a tous les stades embryonnaires, ni comment s'effectue la

régulation de leur expression au cours du développement.
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CHAPITRE II

EXPRESSION DE SITES DE FIXATION SPECIFIQUES DES FGFs
ACIDE ET BASIQUE

I - INTRODUCTION

Comme nous l'avons vu précédemment, les quantités de FGF acide et basique
changent au cours du développement du cerveau de poulet. Dans le but de
comprendre comment l'activité biologique de ces facteurs de croissance peut étre
régulée, nous avons recherché la présence de sites de fixation spécifiques des

FGFs et étudié€ leurs régulations au cours du développement du cerveau.

II - MATERIELS ET METHODES

Nous avons recherché la présence de sites de fixation pour les FGFs par des
méthodes de dosage radiorécepteur et de pontage moléculaire sur des préparations
membranaires de cerveaux et par mesure de l'expression d'ARN messager

spécifiant une forme putative de récepteur des FGFs.

A) Matériels

Les FGFs acide et basique ont été purifiés au laboratoire a partir de cerveau
de boeuf (Courty et al., 1987) ou obtenus par génie génétique et radioiodinés
selon la méthode a la chloramine T comme rapporté dans le chapitre Materiels et
techniques. Le dissuccinimidyl subérate chez Pierce Chemical Co, les poids

moléculaires standards et les réactifs d'électrophore¢se chez Biorad.
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B) Préparation des membranes

Les membranes de cerveaux sont préparées suivant la méthode développée par
Ledoux et al. (1989), a partir de cerveaux de poulets prélevés a E7, E10, E15, P1
et chez I'adulte. Inmédiatement aprés dissection, les cerveaux sont homogénéisés
dans 2 volumes de Tampon A (20 mM Hepes pH 7,4 ; S mM EDTA ; 1 pg/ml de
leupeptine ; 1 pg/ml de pepstatine ; 5 unités Kallikrein inhibitrices/ml d'aprotinine
et 0,1 mM phénylméthylsulfonilfluoryl) contenant 0,3 M sucrose. L'homogénat
est ensuite centrifugé (1000 g ; 15 mn. ; 4°C) et le surnageant est & nouveau

centrifugé (30000 g ; 15 mn. ; 4°C). Le culot obtenu est resuspendu dans le

Tampon A contenant 3M MgCl,, incubé pendant 30 mn. a 4°C et aprés dilution

dans du Tampon B (Tampon A sans EDTA avec 1mM MgCl,, 1mM Cacl, et 0.1
M Na(l), la solution est centrifugée (30000 g, 30 mn., 4°C). Le culot est repris

dans du Tampon B et a nouveau centrifugé dans les mémes conditions (30000 g,
30 mn., 4°C). Le culot final contenant la préparation membranaire brute est
resuspendu dans du Tampon B et stocké a -70°C 2 une concentration de 1mg/ml.
Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford (cf Matériels et techniques).

C) Dosages radiorécepteurs

1 - Considérations méthodologiques :

L'interaction entre un Ligand et son récepteur peut étre modélisée par une
réaction a une seule étape, bimoléculaire et réversible :
k+1
L)+ R) = (RL)
k-1
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avec (R) : concentration de récepteurs spécifiques libres
(L) : concentration du ligand libre
(RL) : concentration du complexe ligand-récepteur
k+1 : constante de vitesse d'association (M Sec'!)

k-1 : constante de vitesse de dissociation (M-1sec?)

La loi d'action de masse permet de définir les constantes d'association (Ka) et

de dissociation (Kd) de l'interaction ligand-récepteur.

Ka = k+1 = (RL) ; Kd= k-1 = (R) (1)
k-1 L) R) k+1 (RL)

Pratiquement, l'interaction ligand-récepteur est étudiée par utilisation d'un
traceur, le plus souvent un ligand marqué par un isotope radioactif L*, la
concentration fixée aux récepteurs (RL*) ou libre (L*) pourra aisément étre
mesurée. La détermination du nombre et de l'affinité des récepteurs se fait soit
par saturation par des quantités croissantes du ligand marqué, soit par compétition
entre une quantité constante de ligand marqué et des quantités croissantes de
ligand froid.

a) Etude par saturation

La saturation d'un récepteur par son ligand est représentée par la courbe
(RL*) =f(L*) (Fig.15)

Sachant que : Kd = (R) (I*) (loi d'action de masse)
(RL*)

et que la concentration totale en récepteur R, suivant la loi de conservation, est
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définie par :

(RT) = (R) + RL*)

L'équation d'équilibre peut alors s'écrire :

RL*) = (L*) (R1) - (RL)
Kd

moyennant quelques transformations, on aboutit 2 :

(RL*) = (L*Y/Kd) (RT)
1+((L*)/Kd)

La fonction (RL*) = f (L*) est une parabole. Les valeurs de (RT) et Kd sont
alors directement obtenues sur cette courbe (Fig.15).
- lorsque (L*) est grand, alors (RL*) = (RT) (limite de la parabole)
- lorsque (RL)* = Rt alors Kd = (L*)
2

b) Etude par compétition
La compétition entre ligand froid et ligand marqué au niveau du récepteur

peut étre définie par la courbe :
RL* =f(Tt) (Fig.16)

ou (TT) est la concentration totale en ligand marqué et non marqué.

En présence de ligand marqué L* et froid L, le modeéle le plus simple pour
I'étude de l'interaction ligand-récepteur est représenté par 2 réactions 2 une seule

étape, bimoléculaires et réversibles :



Kd
R+L_ RL

Kd*
R +L*— RL*

La loi d'action de masse permet de définir :

Kd*=R) (L") etKd=@R) 1)
(RL*) (RL)

d'ou

RL* = Rt L*/Kd
1+L/Kd+L*/Kd*

ou L* = T* - RL*

etL=1[T-Kd(1+L* -Rt+
2 Kd*

+ \/T2 +2 (Kd (1+L*) - RT) T + (Kd (1+L*) + (RT))?
Kd* Kd*

Sil'on considére Kd=Kd*, on obtient alors

RL*=RT+T+T*+1/kd - (RT+T+T*+1/kd)2-4(1+T/T* YT*(RT)

2(1+T/T*)
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pente= (RT)/Kd

(RL*)

(RT)/2

K (L*)

Figure 15 : Représentation de la saturation d'un récepteur R par un ligand
radiomarqué (L*). Rt : concentration totale en récepteurs. Kd :
constante de dissociation du complexe ligand-récepteur.

(RL*)

LOG (TT)

Figure16 : Représention de la compétition entre un ligand radiomarqué (L*) et
un ligand non radiomarqué (L) pour un récepteur R.
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Posant Tt = T + T#*, cette équation définit la courbe RL* = f (Tr), (Fig.16)

a partir de laquelle, il apparait difficile de retrouver les constantes d'affinités ainsi
que le nombre de sites récepteurs. Cependant, des linéarisations apparaissent

possibles et permettent de retrouver les valeurs de Kd et (RT). Il s'agit notamment
de la linéarisation de Scatchard.

c) Linéarisation de Scatchard

Que la méthode utilisée soit basée sur des expériences de saturation ou de
compétition au niveau du récepteur, il est possible de linéariser les courbes
obtenues. La méthode la plus couramment utilisée est la représentation de
Scatchard :

RL)/L=f([RL) (Fig.17)

qui peut étre définie par 1'équation générale dans laquelle, pour des raisons de

simplification, nous ferons abstraction de la répartition ligand marqué/ligand non

marqué.
RL)= (RT) - (RL)
@) Kd

L'intersection de la courbe avec 1'axe des abscisses définit le nombre de
récepteurs RT ; l'intersection avec l'axe des ordonnées le rapport R1/Kd, la pente
de la courbe définit la valeur -1/Kd. La transformée de Scatchard peut étre une
droite (Fig.17A), on définit alors une catégorie de sites récepteurs suivant la
méthode de calcul précédemment décrite, mais elle peut étre également courbe,
concave ou convexe. Dans le cas des récepteurs aux FGFs on observe une courbe
concave (Fig.17B). Plusieurs interprétations sont alors possibles. L'aspect concave
de la courbe peut refléter 1) une différence d'affinité entre ligand marqué et

ligand non marqué, lorsque la méthode utilisée est celle de la compétition. Si



RT/Kd /\
B/F pente = -1/Kd
RT
B
(RT1) + (RT2)
B
Kd1 Kd2
B/F pente1=-1/kd1
pente=-1/kd?2

RTH RT2

Figure 17 : Représentation de Scatchard monophasique (A) et biphasique (B)
permettant de définir les constantes de dissociaton (Kd) et le
nombre de récepteurs R pour un ligand L. B et F représentent
respectivement la concentration en ligand 1i€ au récepteur et la

concentration en ligand libre.
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'affinité du ligand marqué est plus faible que celle du ligand non marqué, la
courbe de Scatchard est concave. Il est donc indispensable de contrdler la qualité
du ligand marqué. 2) un phénoméne de coopérativité négative au niveau du
récepteur, c'est-a-dire que l'affinité du récepteur diminue en présence de quantités
croissantes de ligand ; dans ce cas, la mesure de la dissociation du complexe
ligand-récepteur et le calcul du coefficient de Hill permettent de définir un
phénomeéne de coopérativité négative. 3) la présence de deux catégories de
récepteurs, une premicre catégorie de récepteurs a haute affinité et faible capacité
et une catégorie de récepteurs a basse affinité et forte capacité. L'affinité et la
capacité de ces 2 catégories de récepteurs sont extrapolées a partir d'ajustement
par les moindres carrés de courbe théoriques impliquant deux sites (Fig.17B).
L'analyse de Scatchard, qui résulte d'une exploitation mathématique des
expériences de saturation ou de compétition réalisées entre le ligand et le
récepteur, doit donc s'interpréter avec prudence. Cela est notamment le cas de
I'analyse par compétition, qui peut étre source d'erreurs étant donné que : 1) la
concentration de ligand marqué est fixée au départ de I'expérimentation ; or, cette
concentration peut ne pas correspondre a la zone optimale d'étude définie par le
Kd ; de plus, en présence de fortes concentrations de ligand marqué, les erreurs
sur 'estimation de la concentration de ligand lié sont grandes. 2) la qualité du
ligand marqué peut étre différente de celle du ligand froid entrainant ainsi,
comme nous l'avons vu, des distorsions de la courbe de Scatchard. 3) I'équation
de la courbe de déplacement est complexe et I'ajustement auquel elle donne lieu
peut n'étre que tres légerement meilleur 2 1'ajustement d'une courbe implicant un

seul site : il est alors difficile de faire un choix entre un ou plusieurs sites.
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2 - Réalisation des dosages radiorécepteurs

a) Optimisation des conditions expérimentales

Effet de la concentration membranaire : Des quantités croissantes de
membranes (5 a 100 pg de protéine) sont incubées dans des tubes de polystyréne
avec une quantité constante (23 pM) de I'%-FGFa ou I'%5-FGFb, dans un volume
final de 500 pul de tampon B, 0,5% BSA pour 60 mn. a 4°C. A lissue de la
période d'incubation, les tubes sont centrifugés et apres élimination du surnageant,
la radioactivité fixée sur le culot de membranes est mesurée (compteur gamma
LKB Wallac). La fixation non spécifique est déterminée en ajoutant un exces de

2000 fois de FGF acide et basique froid au mélange réactionnel.

Cinétiques de fixation. : 23 pM de I'%-FGFa sont ajoutés a 30 pg d'équivalent
protéine de la préparation membranaire et incubés pour 5, 15, 30, 40, 50, 60 et
80 mn. a 4°C. Lorsque la situation d'équilibre est atteinte, un exces de 1000 fois
de FGF acide ou basique froid est ajouté au mélange réactionnel. La radioactivité

fixée est mesurée au niveau du culot membranaire aprés centrifugation (5000 g, 5
mn., 4°C).

b) Dosage par compétition.

Le dosage radiorécepteur par compétition est réalisé suivant la méthode
développée par Courty et al. (1988). 30 ug (équivalent protéine) de préparations
membranaires sont incubés en présence de 23 pM de I1'2-FGFa ou I'*3-FGFb dans
un volume final de 500 pl de tampon B, 0,5% BSA avec des quantités croissantes
de FGF acide ou basique non marqué (0 a 46 nM). Apres centrifugation (5000 g,
5 mn., 4°C), la radioactivité est mesurée au niveau du culot membranaire et les
données obtenues sont analysées a l'aide du programme LIGAND (Munson et
Rodbard, 1980).
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c¢) Traitements enzymatiques des membranes.
5 mg de protéines membranaires sont incubés 1 heure a température ambiante

dans 10 ml de Tampon B contenant 10 U/ml dhéparinase (EC.4.2.2.7., Sigma) ou
10 U/ml de chondroitinase ABC (EC 4.2.2.4., Sigma). Un témoin est réalisé en
I'absence d'enzyme.

d) Traitement des membranes apres fixation des 125 . FGFs.

30 pg (équivalent protéine) de membranes sont incubés en présence de 23 pM
de I'25-FGFa ou b pendant 1 h 2 4°C. A lissue de cette période, le milieu
d'incubation est centrifugé (5000 g, 10 mn., 4°C), le culot membranaire est
récupéré et resuspendu dans 500 ul de tampon de liaison contenant 0,15 M NaCl
(t¢moin), 2 M NaCl, 0,6 M NaCl ou dans 500 pl de tampon de liaison a pH 4.
Apres 2 mn. a 4°C, les tubes sont centrifugés (5000 g, 10 mn., 4°C). Le
surnageant est aspiré et la radioactivité contenue dans le culot membranaire est

mesurée comme précédement décrit.

e) Dosage par saturation

30 ug (équivalent protéine) de préparation membranaire sont incubés en
présence de doses croissantes (3 4 185 pM) de I'?>-FGFa ou b dans 500 pl de
Tampon B 0,5% BSA pour 60 mn. a2 4°C. Aprés cette période, la radioactivité
fixée au niveau des membranes est mesurée comme précédement décrit pour le
dosage par compétition, et les données obtenues sont analysées a l'aide du
programme LIGAND (Munson and Rodbard, 1980). La fixation non spécifique
est obtenue en présence d'un exces de 2000 fois de FGFa ou FGFb non marqué.



74

D) PONTAGE MOLECULAIRE.

Les expériences de pontage covalent entre I'25-FGFs et protéines
membranaires sont réalisées suivant la méthode développée par Ledoux et al.
(1989). 500 ug (équivalent protéine) de membranes sont incubés dans 500 pl de
tampon B avec 10 nM de I'2°-FGFa ou b en présence ou en l'absence d'un excés
de FGF a ou b non radiomarqués de 100 fois. Aprés 60 mn. d'incubation, la
réaction est initiée par addition de 0,1 mM dissuccinimidyl subérate. 15 mn. plus
tard, la réaction est arrétée par 10 mM de méthylamine ; les membranes sont
ensuite lavées par des centrifugations répétées dans le Tampon B et solubilisées
par incubation dans une solution : Tris 70mM pH 6,8, 10% glycérol, 2% SDS,
0,1% Triton X-100, pour 15 mn. & 4°C. Le matériel non solubilisé est éliminé par
centrifugation (60 mn., 10000 g, 4°C) et le surnageant analysé par électrophorese
dans un gel de polyacrylamide (5-10%) en présence de SDS (SDS-PAGE), dans
les conditions décrites par Laemmli (1970). Le gel d'électrophorése est ensuite
séché et radioautographié a -70°C & l'aide d'un film Kodak-X omat R.

E) Mesure de l'expression des ARNm.

La détection de l'expression d'ARN messagers (ARNm) codant pour un
récepteur putatif des FGFs a été réalisée par mesure de 1'hybridation d'une sonde
ADNc radiomarquée sur des préparations d'’ARNm de cerveau de poulet a
différents stades du développement

Obtention de la sonde ADNc.

La sonde ADNCc utilisée est composée de 860 bp et comprend la partie 5’ non
codante et le premier domaine immunoglobuline du gene BEK humain (Dionne et
al., 1990). Les plasmides contenant cette sonde nous ont été fournis par le Dr Jaye
(Rorer Central Research PA 19406), leur transfection a été réalisée dans E. Coli
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; I'amplification, la purification et le radiomarquage de la sonde ADNc ont été
réalisés dans le laboratoire de biotechnologie des cellules eucaryotes (Paris XII)
par D. Thomas et D. Ledoux.

Préparation des ARN messagers et Northern-blot.

Les cerveaux obtenus a E7, E10, E15 et P1 sont pulvérisés dans l'azote liquide
a l'aide d'un mortier, puis homogénéisés dans 50 ml de tampon guanidium
(Guanidine thyocyanate 4,7M; acétate de sodium 0,02M; Sarcosinate de
sodium0,5%; Tris-HC1 50 mM; pH 7,4 ; B mercaptoéthanol 100 mM). Cet
homogénat est déposé sur coussin de chlorure de césium et apreés centrifugation
(125000g, 18 h, 4°C), le culot (contenant les ARN) est rincé par une solution
acqueuse d'éthanol a 70% puis séché a température ambiante et enfin repris dans
300 ul d'eau stérile (traitée au DEPC et autoclavée). Les ARN sont alors
précipités en présence de 30 pul d'acétate de sodium dans 2 volumes d'éthanol et
conservés a -70°C jusqu'a utilisation.

La purification des ARN poly A* (ARN messagers) est réalisée en utilisant le
kit de purification fourni par Pharmacia et suivant les instructions du fabriquant.
Brievement, les ARN précédemment purifiés sont centrifugés, séchés a
température ambiante et resuspendus dans de 1'eau stérile. La concentration en
acides nucléiques est obtenue par mesure de la densité optique 2 260 nm (une
densité optique de 1 est obtenue pour une concentration de 40 pg/ml d'ARN). 500
pg d'ARN totaux sont déposés sur la colonne oligo dT cellulose. Le matériel
retenu est €lué a faible force ionique et 2 65°C puis précipité par 100 ul d'acétate
de sodium 2M dans 2 volumes d'éthanol. Le précipité est récupéré par
centrifugation (350g ; 2mn) et les ARNm ainsi purifiés sont stockés a -80°C. 10
ug d'ARNm sont ensuite dénaturés et soumis a une électrophorese en gel
d'agarose (1,2%) dénaturant (2,2M formaldéhyde) pendant une nuit sous 20 volts
constant en Tampon MOPS (20 mM MOPS; acétate de sodium 50 mM; EDTA 10
mM; pH7). Aprés migration, le gel est rincé abondamment 2 I'eau milli Q et les
ARNm sont transférés par un flux de tampon SSC (citrate trisodique 15 mM;
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NaCl 3M) sur une membrane Hybond-N* (Amersham) pendant 16 h. La fixation
covalente des ARNm est assurée par un traitement alcalin de 1a membrane avec de
la soude 0.05N pendant 5 mn.. La membrane est ensuite photographiée sous UV
(312 nm) et stockée a 4°C jusqu'a utilisation.

Hybridation de la sonde ADNc sur Northern Blot.

La membrane de Northern blot est incubée pendant 4 h a 65°C dans le
Tampon de préhybridation (SSC 20X, 7,5ml; polyvynilpirodilone 0,1% ; Ficoll
400 0,1%; SAB 0,1%; SDS 0,5%; eau desionisée 25ml; ADN de veau 100 pg/ml).

La sonde ADNc marquée au 32P est ensuite ajoutée 2 la concentration de 1 a 2. 106
cpm/ml. Aprés une nuit 2 65°C, la membrane est lavée 2 fois 15 mn. 2
température ambiante dans un Tampon SSC 2x , 0,1% SDS, puis 2 fois, 15 mn. en
SSC 0,1x, 0,1% SDS a 65°C. L'autoradiographie de la membrane est menée en
présence d'écrans intensificateurs a l'aide de films X-Omat S Kodak. L'analyse

densitométrique du radioautogramme est réalisée a 'aide de 1'analyseur d'images
Samba 2005.

III- RESULTATS

A) Dosages radiorécepteurs

1 - Optimisation des conditions expérimentales.

Effet de la concentration membranaire

- FGF acide : Les résultats obtenus (Fig.18A) montrent que la fixation totale
de I'25-FGFa sur les membranes de cerveau (E15) dépend de la quantité de
membranes. Une fixation totale maximale est atteinte pour 100 pg/ml (équivalent

protéine) de membranes. La fixation non spécifique (non déplacée par un exces de
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Figure 18 : Effet de la_concentration de membranes de cerveaux (E15) sur la
fixation du 125I-FGF acide (A) et du 12°I-FGF basique (B).
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basique (B) sur les membranes de cerveaux (E15).
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FGF froid) n'apparait pas saturable. La fixation spécifique (fixation totale -
fixation non spécifique) est maximum pour 30 pug (équivalent protéine) de
membranes.

- FGF basique : L'évolution de la fixation totale, spécifique et non spécifique
du I'?5-FGFb en fonction de la concentration membranaire (Fig.18B), indique

que la fixation spécifique est maximum pour 30 pg (équivalent proteine) de
membranes..

Cinétique de la fixation

Les résultats montrent respectivement les cinétiques d'association et de
dissociation des FGFs acide (Fig.19A) et basique (Fig.19B). Dans les 2 cas, une
fixation spécifique maximale est atteinte aprés 30 mn. d'incubation. L'adjonction
de FGF non marqué diminue de 70% la fixation spécifique aprés 10 mn. et de
98% apres 15 mn. d'incubation.

2) Mesure du niveau de fixation des FGF acide et basique.

Evolution de la fixation des FGFs au cours du développement.

- FGF acide : Les résultats (tableau 5 A) montrent 1'évolution la fixation
totale, spécifique et non spécifique du FGF acide au niveau des membranes de
cerveau a E7 et E10, E15, P1 et au stade adulte. La fixation non spécifique
(fixation en présence d'un excés de 1000 fois en FGFa froid) représente 30 a 55%
de la fixation totale suivant le stade considéré. Le niveau de fixation spécifique
diminue significativement entre E7 et E10, se maintient constant jusque P1 et
diminue chez l'adulte.

- FGF basique : Les résultats (tableau 5 B) montrent 1'évolution de la fixation
totale, spécifique et non spécifique du FGF basique sur les membranes de cerveau
au cours de l'embryogenese. La fixation non spécifique représente 69-77% de la
fixation totale. Le niveau de fixation spécifique est maximum a E7, diminue 2

E10, se maintient relativement constant jusqu'a P1 et diminue de moitié chez



E7 E10 E15 P1 Adulte
Fixation ;
totale 12384 9441 12487 8833 503
(cpm)
A Fixation 3850
lnon spécifique 3496 3039 4467 2900
(cpm)
Fixation 4
spécifique 8888 6302 7020 983 2133
(cpm) (1200) (1153) (990) (1640) (1889)
E7 E10 E15 P1 Adulte
Fixation
totale 22193 15935 17878 19726 12900
(cpm)
Fixation
B lnon spécifique 15471 11360 12300 15040 10700
(cpm)
Fixation 6722 4575 | 5578 4686 | 2200
spécifique
(cpm) (1824) (1256) (1828) (1510) (790)

Tableau 3 : Evolutlon de la fixation totale spécifique et non spécifique du
251.FGF acide (A) et du !251.FGF basique (B). Les résultats
correspondent a la moyenne de 8 déterminations ; entre parenthéses

I'écart type.



Traitement | Témoin tampon [ 2M NaCl| 0,6 M NaCl | pH4
A Fixation 6500 760 2215 5032
Spécifique
(cpm) (1400) (200) (705) (1005)
Traitement Témoin Héparinase Chondroitinase
A Fixation 4300 780 3600
Spécifique
(cpm) (1300) (78) (956)
Traitement Témoin tampon | 2 M NaCl 0,6 M NaCl pH4
B Fixation 4200 540 1400 3500
Spécifique
(cpm) (1100) o7 (400) (1000)
Traitement Témoin Héparinase Chondroitinase
B Fixation 3300 1000 3100
Spécifique
(cpm) (1300) (567) (1500)

Tableau 6 : Sensibilité de la fixation du FGF acide (A) et du FGF basique (B) sur
les membranes de cerveau de poulet (E15). Les résultats

correspondent a la moyenne de 5 déterminations ; entre
parentheses 1'écart type.
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1'adulte.

3- Sensibilité de la fixation des FGFs i divers traitements.

La sensibilité de la fixation des FGFs acide et basique sur les membranes de
cerveau a €té étudiée chez 1'embryon de 15 jours (E15).

- FGF acide : Les résultats (tableau 6A) montrent que la fixation spécifique du
FGF acide est diminuée de 80% et 65% aprés lavage par une solution contenant
respectivement 2 M NaCl, 0,6 M NaCl et est diminuée de 23% aprés lavage par
une solution a pH 4. Le traitement préalable des membranes par 1'héparinase
diminue de 80% la fixation spécifique du FGF acide, alors que la chondroitinase
ne la diminue que de 15%.

- FGF basique : Les résultats (tableau 6B) indiquent qu'un lavage des
membranes apres fixation du FGF basique par une solution contenant 2 M NaCl et
0,6 M NaCl diminue respectivement de 87% et 67% la fixation spécifique de ce
facteur. Une solution & pH 4 élimine 17% du FGF basique fixé. Un traitement des
membranes, préalablement a la fixation du FGF basique, par 1'héparinase,
diminue de 70% le niveau de fixation. La chondroitinase ne diminue la fixation
que de 6%.

4 - Analyse de la fixation par compétition.

- FGF acide : Les courbes de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau des membranes de
cerveau indiquent que le déplacement du FGF marqué par son homologue non
marqué est dose-dépendant et permettent de tracer les courbes de Scatchard (Fig.
20). Ces courbes sont biphasiques pour tous les stades embryonnaires étudiés E7
(A) ; E10 (B) ; E15 (C) ; P1 (D) ; adulte (E). Par contre, chez l'adulte, la
représentation de Scatchard est linéaire. Les caractéristiques de ces sites de
fixation déduites a partir des courbes de Scatchard sont rassemblées dans le

tableau 7. Une premiere catégorie de sites de fixation possédant un Kd de 100 pM
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Figure 20 A : (A) Courbe de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau de membranes de
cerveau a E7. (B) Transformée de Scatchard.



B/1

A5

B/F

A5

"..\.h |
:x,\
ﬁxhhhqﬂ‘qq"““‘“-___kqﬁ
{4 85 5
LOG(T)
i B
il "j&
M
g -\-\-.L"“—--_

4 5E-19
BOUND VD)

SE-10

Figure 20 B : (A) Courbe de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau de membranes de
cerveau a E10. (B) Transformée de Scatchard.
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Figure 20 C : (A) Courbe de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau de membranes de
cerveau a E15. (B) Transformée de Scatchard.
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Figure 20 D : (A) Courbe de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau de membranes de
cerveau a Pl. (B) Transformée de Scatchard.
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Figure 20 E : (A) Courbe de déplacement de la fixation du FGF acide
radiomarqué par du FGF acide non radiomarqué au niveau de membranes de

cerveau de poule adulte. (B) Transformée de Scatchard.



Sites de Sites de
fixation a fixation a
haute affinité basse affinité
Kd = 100pM | Kd =20nM
pmole / mg prot| pmole / mg prot.
E7 1 (0.2) * 15 @)
E 10 0.5 (0.2) 13 (5
E 15 0.5 (0.2) 25 (4)
P1 0.4 0.2 75 (20) *
Adulte non détecté 20 (1)

Tableau 7 : Constantes de dissociation et capacités membranaires des sites de
fixation du FGF acide sur les membranes de cerveau de poulet au

cours du développement. Ces données sont obtenues par dosage par
et aprés analyse a l'aide du programme
LIGAND. Les résultats correspondent a la moyenne de
7 déterminations ; entre parenthéses 1'écart type. * significatif

compétition (fig. 20)

(p<0,01).
Sites de fixation Sites de fixation
Traitement | Kd a haute affinité Kd a basse affinité
(PM) capacité membranaire (nM) capacité membranaire
fmole/mg protein pmole/mg protein
EMBRYON| Témoin 100 500 20 18
0.6 M NaCl 95 405 ND ND
pH 4.0 ND ND 10 9
Héparinase ND ND ND ND
ADULTE | Témoin ND ND 7 9
0.6 M NaCl ND ND ND ND
pH 4.0 ND ND 20 15
Héparinase ND ND ND ND
Tableau 8 : Effet de divers traitements sur les différentes catégories de sites de

fixation membranaire du FGF acide. Les valeurs correspondent 2 la
moyenne de 4 déterminations. ND : non détecté.
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est détectée a tous les stades embryonnaires et au stade post-natal. La capacité
membranaire de ces sites a haute affinité est maximum a E7 (1 £ 0.2 pmole / mg
de protéine), diminue de moitié entre E7 et E10 (0.5 £ 0.2 pmole / mg de
protéine), se maintient constante jusqu'a P1 pour ne plus étre détectée chez
I'adulte. Une seconde catégorie de sites de fixation possédant un Kd de 20 nM est
présente a tous les stades étudiés. La capacité membranaire de ces sites 4 basse
affinité est significativement 3 fois plus importante 2 P1 qu'aux autres stades
étudiés.

Les résultats concernant la sensibilité des sites de fixation du FGF acide a
divers traitements sont regroupés dans le tableau 8. Compte tenu du fait qu'une
répartition différente des deux catégories de sites apparait entre les stades
embryonnaires et le stade adulte, il nous est apparu nécessaire d'étudier la
sensibilité de la fixation du FGF 2 la fois sur un stade embryonnaire (E15) et sur
le stade adulte. En ce qui concerne le cerveau embryonnaire, un prétraitement des
membranes par I'héparinase ne permet plus la détection d'aucun site de fixation.
Un lavage des membranes, apres fixation du I'2>-FGFa par une solution contenant
0,6 M NaCl, permet une élimination sélective de la fixation sur les sites a basse
affinité. Par contre, un lavage bref par une solution a pH 4 élimine sélectivement
la fixation sur les sites a haute affinité. En ce qui concerne le cerveau adulte
(tableau 8), un prétraitement des membranes par I'héparinase ou un lavage par
une solution contenant 0,6 NaCl élimine complétement la fixation du I'23-aFGF

contrairement a un lavage a pH 4 qui est sans effet.

- FGF basique : Les courbes de déplacement de la fixation du FGF basique
radiomarqué par son homologue non marqué et les représentations de Scatchard
obtenues (Fig. 21), permettent de détecter pour chacun des stades embryonnaires
étudiés une seule catégorie de sites de fixation possédant un Kd de 10 nM (sites a
basse affinit€). Chez I'adulte, une seconde catégorie de sites de fixation posséde un
Kd de 5 pM (sites a haute affinité). La capacité des sites a basse affinité apparait

relativement constante entre E7 et P1 ( 95 + 20 pmole / mg de protéine) mais est
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Figure 21 A : (A) Courbe de déplacement de la fixation du 125, FGFb par du
FGFb non radiomarqué au niveau de membranes de cerveau a E7.
(B) Transformée de Scatchard.
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Figure 21 B : (A) Courbe de déplacement de la fixation du I'?>. FGFb par du

FGFb non radiomarqué au niveau de membranes de cerveau a E10.

(B) Transformée de Scatchard.
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Figure 21 C : (A) Courbe de déplacement de la fixation du I'?5. FGFb par du
FGFb non radiomarqué au niveau de membranes de cerveau a E15.
(B) Transformée de Scatchard.
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Figure 21 D : (A) Courbe de déplacement de la fixation du I'*>. FGFb par du
FGFb non radiomarqué au niveau de membranes de cerveau a P1.
(B) Transformée de Scatchard.
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Figure 21 E : (A) Courbe de déplacement de la fixation du I'?°. FGFb par du
FGFb non radiomarqué au niveau de membranes de cerveau de poule adulte.

(B) Transformée de Scatchard.



Sites de
fixation 2
haute affinité
Kd = 5pM
pmole / mg prot.

Sites de
fixation a

basse affinité
Kd=10nM

pmole / mg prot

E7

E 10

E 15
P1

Adulte

non détecté

non détecté

non détecté

non détecté

0.1 (0.03)

60 (12)
98 (31)

108 (15)
99 (22)

48 ()

Tableau 9 : Constantes de dissociation et capacités membranaires des sites de
fixation du FGF basique sur les membranes de cerveau de poulet au
cours du développement. Ces données sont obtenues a partir des
dosages par compétition (fig. 20) et aprés analyse a l'aide du
programme LIGAND. Les valeurs correspondent a la moyenne de 6
déterminations ; entre parentheses I'écart type.

Sites de fixation Sites de fixation
Traitement Kd a haute affinité Kd a basse affinité
M) capacité membranaire (nM) capacité membranaire
fmole/mg protein pmole/mg protein

EMBRYON Témoin ND ND 9 100
0.6MNaCl| 3 26 8 >
pH 4.0 ND ND S 110
Héparinase ND ND 6 8
ADULTE | Témoin 5 96 3 48
0.6 M NaCl 5 250 2 7
pH 4.0 ND ND 6 55
Héparinase ND ND 2 6

Tableau 10 :.Eff.et de divers traitements sur les différentes catégories de sites de
fixation du FGF basique sur les membranes de cerveau de poulet 2

E15 et chez I'adulte. Les valeurs correspondent 2 la moyenne de 4
déterminations. ND : non détecté.
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plus faible chez I'adulte (48 + 15 pmole / mg de protéine) (tableau 9).

Comme dans le cas du FGF acide, la sensibilité de la fixation du FGF basique
a divers traitements a ét€ étudiée sur un stade embryonnaire (E15) et chez 1'adulte
(tableau 10). Un prétraitement des membranes embryonnaires et adultes par
I'héparinase diminue considérablement le nombre de sites & basse affinité. Un
lavage aprés fixation du I'?3-FGFb par une solution 2 pH 4 ne modifie pas la
capacité des sites a basse affinité mais élimine complétement la fixation sur les
sites 2 haute affinit€. Un lavage en présence de 0,6 M NaCl diminue
considérablement la fixation au niveau des sites a basse affinité, mais permet une
détection de sites a haute affinité chez I'embryon. Ces sites possédent un Kd de

3pM comparable a celui obtenu chez l'adulte.

5 - Analyse de la fixation par saturation.

Les résultats du dosage radiorécepteur par compétition permettent de détecter
des sites a haute affinité pour le FGF basique dans le cerveau adulte de fagon
standard et dans le cerveau embryonnaire, seulement aprés élimination de la
fixation au niveau des sites a basse affinité. Cependant, les valeurs de Kd obtenues
(environ 5 pM) ne correspondent pas a la zone d'étude optimale définie par nos
conditions expérimentales (Kd compris entre 23 pM et 46 nM) et résultent en fait
d'une extrapolation réalisée par le programme LIGAND. Afin de nous placer
dans les conditions expérimentales optimales avec le FGF basique, nous avons
réalisé une analyse de la fixation par saturation. Cette analyse porte sur un stade
embryonnaire (E15) et sur le cerveau adulte.

Les courbes de saturation de la fixation du I'2-FGFb au niveau des
membranes de cerveau embryonnaire (Fig.22) et adulte (Fig.23) montrent qu'une
saturation compléte de la capacité membranaire par le I1'25-FGFb n'a pas été
obtenue avec les doses de ce facteur radiomarqué que nous avons utilisé (2 pM -
200 pM). Les représentations de Scatchard obtenues, permettent de définir les

caractéristiques des sites de fixations du FGFb. 11 a pu étre détecté une seule
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Figure 22 : (A) Courbe de saturation des membranes de cerveau embryonnaire
(E15) par des doses croissantes de 1125, EGFb.
(B) Transformée de Scatchard.
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igure 23 : (A) Courbe de saturation des membranes de cerveau de poule

adulte par des doses croissantes de 1125_FGFb.

(B) Transformée de Scatchard
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catégorie de sites de fixation possédant 1) un Kd de 40 £15 pM 2) une capacité
membranaire de 0,15 pmole / mg de proteine chez 'embryon et de 0,5 pmole /
mg de proteine chez l'adulte.

6-_Compétitions croisées entre FGF acide et FGF basique.

Les courbes de déplacement croisé (fig.24) indiquent que la fixation du
1125_FGFa au niveau des membranes de cerveau embryonnaire (E15) est déplacée
de maniere équivalente par du FGFa ou b froid (fig.24A). Par contre, le
déplacement de la fixation du 1125_FGFb nécessite une concentration plus
importante en FGFa froid qu'en FGFb froid (fig.24B)

B) Expériences de pontage moléculaire.

- FGF acide : Les résultats des expériences de pontage moléculaire réalisées

avec le I'23-FGF acide (Fig.25A) et le I'-FGF basique (Fig.25B) indiquent la
présence pour chacune des formes de FGF de deux formes putatives de récepteurs
de poids moléculaire 145 et 110 kDa, ce qui correspond aprés soustraction du
poids moléculaire des FGFs a deux formes de 130 et 95 kDa. La fixation de
chacun des FGFs (acide ou basique) au niveau de ces éléments est déplacée de
facon équivalente par l'autre forme. L'intensité du marquage obtenu au niveau de
ces deux éléments diminue au cours du développement, comme le rapporte

l'analyse densitométrique d'un radioautogramme obtenu avec le I'#-FGF acide
(Fig.26).
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Figure 24 : Courbes de déplacement :
- de 1a fixation du I'?°. FGFa par des doses croissantes de FGFa (o) et
de FGFb (©© (A).
- de la fixation du I'?5. FGFb par des doses croissantes de FGFa (o) et
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sur les membranes de cerveau embryonnaire (E15).



-3
M1 1 2 3
;

1450

110>

FGFa = + -
FGFb - - +

Figure 25 A : Autoradiogramme obtenu aprés pontage covalent du I'2%. FGFa
sur les membranes de cerveau (E15) et électrophorése PAGE-SDS.
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Figure 25 B : Autoradiogramme obtenu aprés pontage covalent du I'2>. FGFb
sur les membranes de cerveau (E15) et électrophorése PAGE-SDS.
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Figure 26 : Analyses den51tometr1ques d'autoradiogrammes obtenus aprés pontage
covalent entre I'2>-FGFa et membranes de cerveaux 2 différents stades

du développement.
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Figure 27 A : Autoradiogramme obtenu apres hybridation de la sonde ADNc
BEK, marquée au P32, sur Northern blot réalisé 2 partir dARN m de
cerveau a E7, E10, E15 et P1.
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Figure 27 B : Analyse densitométrique de l'autoradiogramme présenté dans la
figure 27 A.
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C) Expression d'ARNm correspondant au géne BEK.

L'autoradiogramme obtenu apreés hybridation de la sonde ADNc BEK
radiomarquée sur un Northern blot réalisé a partir d ARNm de cerveau de
différents stades (Fig.27A) indique la présence de deux transcrits de 4,4 et 1,5 Kb
qui sont présents a tous les stades étudiés. L'intensité du marquage de ces
transcrits est plus forte 2 E7 qu'aux autres stades du développement. L'analyse
densitométrique du radioautogramme (Fig.27B) confirme un niveau d'expression

environ 4 fois plus élevé de BEK a E7 par rapport aux autres stades.

IV - DISCUSSION

Nous avons étudié 'expression de sites récepteurs pour les FGFs acide et
basique dans le cerveau au cours du développement. Cette étude a été menée par
dosage radiorécepteur et par pontage moléculaire au niveau de préparations
membranaires de cerveau ainsi que par mesure de 1'expression d'’ARN messagers
correspondant a un récepteur putatif des FGFs. Nous discuterons successivement

chacun de ces points

Dosage radiorécepteur.,
Nous discuterons d'abord de la fixation globale des FGFs sur les préparations

membranaires de cerveau, puis des différentes catégories de sites de fixation
spécifiques.

Afin d'optimiser nos conditions expérimentales, nous avons étudié 1'effet de la
concentration membranaire sur la fixation des I'2>-FGFa ou b ainsi que la

cinétique de cette fixation.



83

Effet de la concentration membranaire
En ce qui concerne l'effet de la concentration membranaire, des résultats

semblables ont été obtenus avec les deux formes (acide et basique) de FGF. La

fixation totale des I'25-FGFs augmente en fonction de la concentration
membranaire (de 0 a 50 pg d'équivalent protéine). Cette fixation totale est
composée d'une fixation spécifique (déplacée par un excés de 1000 fois en FGFs
froid) et d'une fixation non spécifique (non déplacée par un excés de FGFs
froids). La fixation non spécifique augmente linéairement avec la concentration
membranaire, par contre la fixation spécifique est maximum pour 30 ug
(équivalent protéine) de membranes, puis décroit si la concentration membranaire
augmente. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur diverses
préparations membranaires. En effet, sur les membranes de cerveau de boeuf
(Courty et al., 1988), de placenta (Hondermarck et al., 1990) et de cellules de
cancer du sein (Peyrat et al.,en préparation), respectivement 60, 45 et 100 pug de
membranes permettent une fixation spécifique maximum, pour une concentration

en I'2-FGFb de 23 pM. Sur les membranes d'embryon de poulet, Olwin et

Hauschka, (1990) montrent qu' en présence de 200 pM de I1'25-FGFa, la fixation
spécifique n'apparait pas avoir atteint un niveau de saturation pour 100 pg de
membranes, cependant ces auteurs n'ont pas utilisé de concentration membranaire
plus importante. Le fait que la fixation spécifique des I'2°.FGFs diminue pour des
concentrations membranaires tres élevées a déja été rapporté pour les membranes
de placenta (Hondermarck et al., 1990) et de cellules tumorales (Peyrat et al.,
1990). Ce phénomeéne a souvent été relaté dans le cas d'autres préparations
membranaires et avec d'autres radioligands ; il est attribué a l'existence d'une
concentration membranaire critique au-deld de laquelle les caractéristiques de

I'interaction ligand-récepteur sont perturbées.

Cinétique de fixation
L'étude cinétique de la fixation des I'%3-FGF a ou b (concentration de 23 pM)

sur les membranes (concentration de 40 pg/ml) donne des résultats comparables
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avec les deux formes de facteur. L'état d'équilibre est atteint aprés 30 mn.
d'incubation et se maintient ensuite jusque 120 mn. (temps d'incubation maximum
étudié). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans les mémes
conditions de température sur des membranes de segment externe des batonnets de
la rétine (Mascarelli et al., 1989), de cerveau de boeuf (Courty et al., 1988), de
placenta (Hondermarck et al., 1990) et de cellules tumorales (Peyrat et al., en
préparation). La vitesse d'association du FGF est plus grande sur des préparations
membranaires que sur des cellules intactes ou 1'état d'équilibre est atteint entre 1
et 4 heure a 4°C (Walicke et al., 1989 ; Mansson et al., 1989 ; Neufeld et al., 1985
; Kan et al.,, 1988 ; Moenner et al., 1986 ; Olwin and Hauschka, 1986).

En ce qui concerne la cinétique de dissociation, nos résultats indiquent que la
fixation des I'?>-FGFs sur les membranes est réversible, puisqu'elle est déplacée
par un exces de FGFs non marqués. Une dissociation compléte est atteinte en 15
mn. apres l'addition du ligand non marqué. Cette cinétique de dissociation est
comparable a celles rapportées sur des préparations membranaires de cerveau de
boeuf (30 mn.) (Courty et al., 1988), de placenta (30 mn.) (Hondermarck et al.,
1990), de cellules tumorales (15 mn.) (Peyrat et al., en préparation). La vitesse de
dissociation du FGF est plus grande sur des préparations membranaires que sur
des cultures cellulaires ou une dissociation compléte a 4°C est constatée entre 50
mn. et 3 h apres addition du ligand froid (Moenner et al., 1986 ; Mansson et al.,
1989). Il n'y a pas eut d'étude spécifique portant sur les cinétiques d'association
et de dissociation des FGFs entre préparations membranaires et cellules intactes.
Cependant, sachant que :

1) les vitesses d'association (va) et de dissociation (vd) d'un ligand (L) sur des
récepteurs (R) peuvent étre définies par les équations :

va=k+1(L)R)

vd=k-1(RL)
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2) la constante d'association Ka=k + 1 ;
k-1

Une différence de cinétique d'association implique une différence d'affinité
entre cellules intacts et membranes pour le ligand FGF. Cette hypothése est
confortée par le fait que des préparations membranaires de BHK 21 ont un Ka de
3.1073 pM-! alors que les cellules BHK 21 intactes ont un Ka de 4,7. 102 pM-!
(Neufeld and Gospodarowicz, 1985). Ainsi, I'extraction des membranes modifie
l'affinité des sites de fixation pour les FGFs.

Fixation non spécifique

Dans le cas du FGF acide, la fixation non spécifique représente 30%
(embryon) a 60% (adulte) de la fixation totale. Dans le cas du FGF basique, la
fixation non spécifique représente 70% (embryon) a 80% (adulte) de la fixation
totale. Un haut niveau de fixation non spécifique a déja été relaté dans le cas des
FGFs (Olwin et Hauschka, 1986 ; Neufeld et Gospodarowicz, 1985 ; Mansson et
al., 1989 ; Olwin et Hauschka, 1990a) et est probablement en rapport avec la
grande hydrophobie des FGFs qui leur permet de se fixer avec une faible affinité
sur les surfaces hydrophobes et en particulier sur les membranes cellulaires.
L'hypothése de la présence de formes de FGFs dégradées, se fixant
spécifiquement, dans nos préparations peut étre écartée puisque la pureté et
l'activité des FGFs avant et apres iodination ont été contrflées.

Le fait que le niveau de fixation non spécifique soit plus important pour le
FGF basique que pour le FGF acide a déja été rapporté pour les membranes
d'embryon entier de poulet (Olwin et Hauschka, 1990a). Cette différence pourrait
encore s'expliquer par la différence d'hydrophobie entre les deux formes de FGF
(élution différente en chromatographie C4), ou/et par l'existence, en quantité
importante, de sites de fixation a trés basse affinité pour le FGF basique au niveau
des surfaces membranaires. Cependant, 1'utilisation de mémes lots de FGFs
permet de détecter une fixation non spécifique plus importante au niveau du

cerveau adulte qu'au niveau du cerveau embryonnaire. Ces résultats suggérent que
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la fixation non spécifique des FGFs est due a la présence au niveau des membranes
cellulaires de structures présentant une trés faible affinité pour les FGFs. Cette
interprétation est étayée par le fait qu'aprés fixation des I'?>-FGFs, un lavage des

membranes par une solution 0,6 M NaCl élimine 75% de la radioactivité fixée.

Fixation spécifique

En ce qui concerne la fixation spécifique des I'25-FGFs au niveau des
membranes, elle représente 70% (embryon) et 40% (adulte) de la fixation totale
du FGF acide et 30% (embryon) et 18% (adulte) de la fixation totale du FGF
basique. De plus, dans le cas du FGF acide comme dans celui du FGF basique, la
capacité des membranes a fixer ces facteurs est sensible a un traitement par
I'héparinase. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus avec des préparations de
membranes de cerveau de boeuf sur lesquelles un traitement par 1'héparinase,
réalisé dans des conditions expérimentales identiques aux nétres, prévient la
fixation du I'>>-FGFb (Dauchel et al., 1989). Dans notre expérimentation, la
spécificité de l'action de I'héparinase étant contrdlée par rapport a un témoin
chondfo’itinase, nos résultats suggerent qu'une grande partie de la fixation des
FGFs au niveau des membranes fait intervenir des structures "heparin-like”. Une
implication de structures "heparin-like" dans la fixation des FGFs au niveau des
cellules BHK a déja été établie par Moscatelli (1987a). Cet auteur rapporte
également que la fixation des FGFs au niveau des structures "heparin-like" peut
étre éliminée apres lavage avec une solution contenant 2M NaCl. Dans notre cas,
un lavage des membranes par le NaCl 2M élimine 85% de la fixation des
I'25.FGFs. Cependant, les résultats relatés par Moscatelli concernent I'ensemble de
la culture cellulaire, comprenant 2 la fois les cellules BHK, mais aussi les matrices
extra-cellulaires produites par celles-ci. Or, on sait que les matrices
extra-cellulaires possedent des structures "heparin-like" capables de fixer les
FGFs, et que cette fixation est sensible a un lavage en présence d'une
concentration élevée en NaCl (Bashkin et al. 1989).
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Notre étude montre donc la présence de structures "heparin-like" aptes a fixer
les FGFs spécialement au niveau des membranes cellulaires. Un traitement des
membranes préalablement préincubées avec du I'>3-FGFb, par une solution  pH 4
élimine environ 20% de la fixation spécifique de ces facteurs de croissance.
Moscatelli (1987a) a déja rapporté qu'une partie de la fixation des FGFs aux
cellules BHK est sensible a des variations de pH et attribue cette fixation
acido-sensible a des sites récepteurs de haute affinité présents au niveau de la
surface des membranes.

Dans le cas du FGF acide comme dans celui du basique, la fixation spécifique
est significativement plus élevée a E7 qu'a E10, E15, P1 et diminue encore
jusqu'a 1'état adulte. Bien qu'il ait ét€ montré in vitro, que la fixation spécifique
des FGFs sur des lignées de cellules fibroblastiques (NR 6R et NRK - 49 F)
diminue avec la densité cellulaire (Rizzino et al.,, 1988), on ne dispose pas

d'information concernant la régulation de ces phénomenes in vivo.

Les données discutées jusqu'a présent concernent la fixation globale des FGFs
acide et basique. Dans le but de préciser la nature des sites de fixation impliqués,

nous avons réalisé des dosages radiorécepteurs sur des préparations de membranes
de cerveau.

Résultats concernant le FGFa

La premiere méthode utilisée fut celle élaborée par Courty et al. (1988), basée
sur un dosage compétitif entre FGFs radiomarqués et FGFs froids. Les
représentations de Scatchard obtenues a partir des courbes de compétition
apparaissent biphasiques. Nous avons discuté précédement les raisons qui peuvent
conduire a cette forme de courbe (cf paragraphe considérations
méthodologiques). La possibilité d'une hétérogénéité dans les préparations de
I'25_FGF et FGF froid peut étre écartée puisque la qualité de ces préparations est
vérifiée. Par ailleurs, les unités de stimulation du I}25-FGFs et FGFs froids sont

identiques, ce qui suggere que la capacité de liaison du FGF n'est pas modifiée
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aprés radiomarquage. La possibilité d'un phénomeéne de coopérativité négative a
déja ét€ étudi€ pour des cellules en culture dans le cas du FGF acide (Kan et al.,
1988). Ces auteurs s'appuyant sur des cinétiques de dissociation réalisées a
différentes températures, montrent l'existence de deux catégories indépendantes
de sites de fixation. Par ailleurs, une seule des deux catégories de sites
d'interaction (les sites a haute affinité) apparait sensible a un prétraitement des
cellules par la cycloheximide.

L'ensemble de ces résultats permet de penser que la nature biphasique des
courbes de Scatchard refleéte la présence, a la surface des membranes du cerveau
embryonnaire, de deux classes de sites de fixation possédant une affinité différente
pour le FGF acide. La premiere classe de sites de fixation (Kd = 100 pM) n' est
détectée qu'aux stades E7, E10, E15, P1 mais non chez 1'adulte. Cette catégorie de
sites 4 haute affinité pour le FGF acide a déja ét€ décrite 1) sur des cellules en
culture, ou les Kd obtenus sont compris entre 9 et 250 pM (Manson et al., 1989 ;
Kan et al., 1988 ; Valles et al., 1990 ; Olwin et Hauschka, 1986 ; Neufeld et
Gospodarowicz, 1986), 2) sur des explants d'embryon de Xénope, avec un Kd de
140 pM (Gillespie et al., 1989), 3) sur des préparations membranaires de cerveau
de cobaye adulte, avec un Kd de 180 pM (Ledoux et al., 1990) et d'embryon de
poulet entier ou la valeur de Kd décrite : 100 pM (Olwin et Hauschka, 1990)
correspond exactement a celle que nous rapportons.

La quantité de sites a haute affinité pour le FGF acide est de 1+ 0,2 pmole par
mg de protéine membranaire 2 E7 ; d'environ 0,5 + 0,2 pmole par mg de
protéine membranaire a3 E10, E15 et P1. Chez l'adulte, les sites 2 haute affinité
n'ont pas été détectés. Olwin et Hauschka (1990) rapportent sur des membranes de
cerveau d'embryon de poulet 2 E17 un nombre de sites a haute affinité voisin de
10 fmoles/mg de protéine, ce qui apparait 50 fois inférieur aux valeurs que nous
rapportons pour la méme période de développement. Cette différence résulte
probablement des techniques utilisées. En effet, les conditions d'extraction des
membranes (tampons, centrifugation) et d'étude de la fixation (tampons,

température, isolement des membranes) sont différentes. De plus, Olwin et
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Hauschka (1990a), ne traitent pas leurs préparations membranaires par le MgCl,

comme nous l'avons fait ; or, la fixation spécifique du FGF au niveau de

membranes de cerveau est deux fois plus importante si celles-ci ont été, au
préalable, mises en présence d'une solution contenant 3 M MgCl, (Courty et al.,

1988). Ce résultat a récemment été confirmé sur des membranes préparées a
partir de tumeurs mammaires (Hondermarck et al., 1990¢). La diminution du
nombre de sites 4 haute affinité pour le FGF acide que nous décrivons entre E7 et
E10 puis entre P1 et le stade adulte est en accord avec les données obtenues pour
I'embryon de poulet entier, par Olwin et Hauschka (1990a). Ces auteurs ont
constaté une diminution brutale du nombre de sites entre E6, E7, E9 et E13. Chez
l'adulte, nous n'avons pas détecté la présence de sites a haute affinité pour le FGF
acide. Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Olwin et Hauschka (1989)
qui ne détectent pas de sites a haute affinité pour le FGF acide dans le cerveau de
boeuf adulte. Cependant, Ledoux et al. (1990), utilisant des conditions
expérimentales identiques aux ndtres, ont détecté de tels sites dans le cerveau de
cobaye. La capacité membranaire rapportée par ces auteurs (200 fmoles/mg de
protéine) est plus faible que celle que nous obtenons chez I'embryon (400 a 1000
fmoles/mg de protéine). Ainsi, l'absence de détection de sites a haute affinité dans
le cerveau adulte de boeuf (Olwin et Hauschka, 1989) que nous confirmons chez
le poulet doit probablement s'expliquer par le fait que le nombre de ces sites est
situé a la limite du seuil de détection.

La seconde classe de sites de fixation pour le FGF acide possede un Kd de 20
nM et est présente i tous les stades de développement ; la capacité membranaire de
ces sites est d'environ 20 pmole/ng de protéine a E7, E10, E15 et chez l'adulte
mais apparait 3 fois plus importante 2 P1. La présence d'une catégorie de sites a
basse affinité pour le FGF acide a déja été décrite sur des cellules en culture (Kan
et al., 1989), sur des préparations membranaires de cerveau (Ledoux et al., 1990)
et de blasttme (Boilly et al., 1990 ; Hondermarck et Boilly, 1990), les valeurs de
Kd obtenues, respectivement 2, 40 et 10 nM ainsi que la valeur des capacités

membranaires qui sont de 5 a 20 fois supérieures a celle des sites a haute affinité
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sont en accord avec les données que nous rapportons. Quoique la signification
physiologique de ces sites a basse affinité pour le FGF acide ne soit pas connue,
Kan et al. (1988) montrent que 1) sur les cellules d'hépatome (Hep G2), de faibles
doses de FGF acide stimulent la prolifération cellulaire, alors que de fortes doses
de ce facteur de croissance inhibent la prolifération. 2) des cellules dérivées
d'hépatomes, qui ne répondent au FGF acide que par une stimulation de la
croissance ne possedent que des sites a haute affinité. Ces résultats suggérent que
les sites a haute affinité pour le FGF acide seraient impliqués dans une stimulation
de la croissance cellulaire alors que les sites a basse affinité pourraient étre
impliqués dans une régulation négative de la croissance.

La fixation du FGF acide au niveau de ces deux catégories de sites de fixation
sur les membranes de cerveau apparait sensible a divers traitements. Ainsi, aprés
fixation du I'23-FGFa, nous avons montré qu'un lavage des membranes par une
solution contenant 0,6 M NaCl élimine ce facteur de croissance sélectivement de
ces sites a haute affinité. Ces résultats confirment les données obtenues a partir de
cellules BHK en culture par Moscatelli et al. (1987). Cependant, ces auteurs
rapportent qu'un prétraitement des cellules par I'héparinase (2,5 U/ml, 2 h,
température ambiante) entraine une élimination sélective des sites & basse affinité.
Or, aprés traitement de nos préparations membranaires par 1'héparinase (10
U/ml, 1 h, température ambiante), nous observons une disparition a la fois des
sites & haute et basse affinité. Ces résultats confirment la nature "heparin-like" des
sites de fixation a basse affinité, mais suggerent que des composés "heparin-like"”
interviendraient également dans la fixation du FGF acide au niveau des sites a
haute affinité. Quoique Feige et al. (1988) ont montré que le récepteur aux FGFs
est glycosylé, on ne sait rien de la pésence de structures "héparin-like".

Résultats concernant le FGFb

En ce qui concermne le FGF basique, les représentations de Scatchard
apparaissent linéaires pour les stades E7, E10, E15 et P1 et biphasiques chez
'adulte. Ainsi, une seule catégorie de sites de fixation est détectée aux stades E7,

E10, E15 et P1 alors que deux catégories sont détectées chez 'adulte.
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La premiére catégorie de sites de fixation, détectée au niveau de chacun des
stades étudiés posséde un Kd de 10nM et une capacité membranaire comprise
entre 48 et 108 pmoles/mg de protéines. Cette catégorie de sites de fixation a
basse affinité pour le FGF basique a déja ét€ rapportée sur 1) des cellules en
culture avec un Kd voisin de 3nM (Moscatelli, 1987a ; Valles et al., 1990) et 2)
sur des préparations membranaires de cerveau (Courty et al., 1988 ; Ledoux et
al., 1989), de gliomes (Morisson et al., 1990), d'intestin, de rein, de foie, de
poumon, de rate et d'estomac (Ledoux et al.,, 1989) et enfin de placenta
(Hondermarck et al., 1990). Les valeurs de Kd obtenues, comprises entre 3 et 60
nM, ainsi que les capacités membranaires comprises entre 28 et 230 pmoles/mg de
protéines membranaires, sont en accord avec les valeurs que nous rapportons.
Cette catégorie de sites a basse affinité est éliminée par un prétraitement des
membranes par 1'héparinase ; de plus, un lavage des membranes par une solution
contenant 0,6 M NaCl élimine la fixation du FGF de ces sites. Ces résultats sont
en parfaite concordance avec ceux obtenus au niveau des cellules BHK en culture
(Moscatelli, 1987) et indiquent que ces sites de fixation a basse affinité pour le
FGF basique correspondent a des structures "heparin-like"

La deuxiéme catégorie de sites de fixation (haute affinité), qui n'a été détectée
que chez l'adulte, posseéde un Kd de 5 pM et une capacité membranaire de 100
fmole/mg de protéine. Une catégorie de sites & haute affinité€ pour le FGF basique
a déja été décrite 1) sur des cellules en culture, avec des Kd compris entre 20 et
270 pM (Neufeld et Gospodarowicz, 1985, 1986 ; Moscatelli et al., 1987a ;
Moenner et al., 1986 ; Walicke et al., 1989 ; Sharma et Daihya, 1988 ; Ferning et
al., 1990), 2) sur des préparations de membranes de cerveau de boeuf (Courty et
al., 1988) et de cobaye (Ledoux et al., 1989), de rétine (Moscatelli et al., 1989),
de gliomes (Morrisson et al., 1989), de cellules de cancer du sein (Peyrat et al., en
préparation ; Hondermarck et al., 1990), de placenta (Hondermarck et al., 1990)
avec des Kd compris entre 10 et 500 pM. Sur des membranes d'embryon de
poulet entier, le Kd apparait est de 30 pM. La valeur du Kd que nous obtenons
apparait donc inférieure a2 ce qui a déja été rapporté par ailleurs. De plus, la

concentration en I'2°-FGFb et en FGFb non marqué que nous utilisons étant
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comprise entre 26 et 260 pM, 1'obtention d'un Kd non compris entre ces valeurs
résulte nécessairement d'une extrapolation réalisée par le programme LIGAND.
Ainsi, la valeur de Kd que nous obtenons (5 pM) est située hors de la zone
optimale d'étude définie par notre expérimentation. Cependant, la déduction d'un
Kd situé hors de la zone optimale d'étude a déja été rapportée dans le cas du
cerveau de cobaye (Ledoux et al., 1989) ou le Kd déterminé est de 15 pM avec
une concentration en FGF basique comprise entre 23 et 230 pM. La détection d'un
site de fixation 2 haute affinité dans le cerveau de poulet adulte suggeére que ces
sites pourraient étre présent a tous les stades du développement. Cependant ils
seraient indétectables en raison de la quantité importante de sites de fixation a
basse affinité. Cette hypothése est étayée par la détection chez I'embryon de sites a
haute affinité aprés traitement par le NaCl 0,6 M.

Ces conclusions nous ont amenés a réaliser un dosage des sites de fixation du
FGF basique par saturation, technique qui permet de travailler avec des
concentrations plus proches du Kd. Les courbes de saturation obtenues nous
indiquent que la gamme de concentration en I'>>-FGFb que nous avons utilisé (de
2 a 200 pM) ne permet pas d'aboutir & la saturation des sites de fixation contenus
dans 30 pg /ml (équivalent protéine) de membrane. Le fait qu'une saturation de
la fixation n'ait pas été atteinte a déja été relaté (Ferning et al. 1990) et s'explique
par la présence des sites a basse affinité dont le Kd est de 10 nM et qui ne sont
donc pas saturés pour les concentrations de I'23-FGFb utilisées. Cependant,
I'obtention d'une saturation compléte n'est pas nécessaire a la détermination des
caractéristiques des sites de fixation puisque nous utilisons la transformée de
Scatchard. Les résultats indiquent l'existence, sur les membranes de cerveau
embryonnaire et adulte, d'une catégorie de sites de fixation pour le FGF basique
possédant un Kd de 40 pM. Cette valeur est située dans la gamme de concentration
que nous avons utilisée et est conforme a ce qui a déja ét€ rapporté sur d'autres
modeles (Neufeld et Gospodarowicz, 1985, 1986 ; Moscatelli, 1987 ; Moenner et
al., 1986 ; Walicke et al., 1989 ; Sharma and Daihya, 1988 ; Ferning et al., 1988 ;

Moscatelli et al., 1987a ; Morrisson et al., 1989), ainsi que sur des membranes
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d'embryon de poulet entier sur lesquelles le Kd est de 30 pM (Olwin et Hauschka,
1990).

Les expériences de compétition croisée entre FGF acide et FGF basique nous
ont permis de constater que la fixation du I'23-FGFa et du I'?>-FGFb au niveau
des membranes du cerveaux est déplacée par le FGF acide et le FGF basique
froid. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés en culture cellulaire
(Olwin et Hauschka, 1986 ; Neufeld et Gospodarowicz, 1986) ou sur des
préparations membranaires de cerveau de cobaye adulte (Ledoux et al., 1990) et
montrent que les FGFs acide et basique interagissent trés vraisemblablement au

niveau de sites de fixation, a haute et basse affinité, communs.

Pontage moléculaire

Les expériences de pontage covalent réalisées entre I'25.FGFs et protéines
membranaires de cerveau ont abouti dans le cas du I!25-FGFa comme dans celui

du I'>-FGFb 4 la détection de deux éléments de fixation de poids moléculaire
130 et 95 kDa. L'agent de pontage utilisé, le dissuccinimidyl subérate, permet de
réaliser par l'intermédiaire de groupements carboxyliques une liaison peptidique
entre le récepteur et les I'23.FGFs, ce qui indique la nature protéique des deux
¢élements de fixation mis en évidence. Enfin, le fait que : 1) la fixation au niveau
de ces éléments soit déplacée par un exces de 100 fois (2,3 nM) en FGF froid
suggere qu'il s'agit de sites a haute affinité. 2) l'intensité des deux éléments de 130
et 110 kDa diminue au cours du développement, et particuli¢rement entre E7 et
E10, puis entre P1 et le stade adulte de facon comparable a celle du nombre de
sites de fixation & haute affinité détectés par dosage radiorécepteur, ce qui permet
de penser que les polypeptides que nous avons mis en évidence par pontage
moléculaire correspondent a des formes de récepteur de haute affinité pour les
FGFs.

Quoique des élements de poids moléculaire treés variés (de 65 a 200 kDa) aient
été détectés par pontage moléculaire, sur divers modeles (cf paragraphe

généralités), la premicre valeur que nous obtenons (environ 130 kDa), a déja été
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décrite dans le cerveau adulte (Ledoux et al., 1989 ; Méréau et al., 1989 ;
Imamura et al., 1988) ainsi que dans l'embryon de poulet entier (Lee et al.,
1989); 1a second valeur (environ 95 kDa) correspond a ce qui a été obtenu sur des
neurones d'hippocampe, en culture (85 kDa) (Walicke et al., 1989).

Les expériences de compétition croisée entre FGF acide et FGF basique
montrent que ces facteurs entrent en compétition au niveau des mémes sites de
fixation de 130 et 95 kDa. Ce résultat 1) est en accord avec ceux obtenus sur des
cellules en culture (Neufeld et Gospodarowicz, 1986 ; Olwin et Hauschka, 1986 ;
Olwin et Hauschka, 1989 ; Mascarelli et al., 1989) et sur des préparations de
membranes de cerveau de cobaye adulte (Ledoux et al., 1990), d'embryon de
Xénope (Gillespie et al., 1989) et d'embryon entier de poulet (Olwin et Hauschka,
1990a-b), 2) est un argument supplémentaire en faveur de I'existence de sites de

fixation communs pour les FGFs acides et basique.

Expression d'’ARNm correspondant au géne BEK :
La sonde ADNc BEK que nous avons utilisée comprend la partie 5' codante

ainsi que le premier domaine immunoglobuline du géne BEK humain (Dionne et
al., 1990). Sachant que :
1) I'ADNc BEK présente une grande homologie avec 'ADNc codant pour le
récepteur du FGF de I'embryon de poulet (Lee et al., 1989 ; Dionne et al., 1990),
2) l'expression du géne BEK apres transfection dans les cellules NIH 3T3 donne
lieu a la synthése d'une glycoprotéine membranaire de 135 kDa, capable de fixer
avec une forte affinité la forme acide ainsi que la forme basique du FGF et que ce
poids moléculaire correspond au poids moléculaire du récepteur putatif des deux
formes de FGF, que nous avons identifié par pontage moléculaire ;
l'utilisation de la sonde BEK comme marqueur de l'expression génique du
récepteur des FGFs dans le cerveau de poulet, nous apparaissait cohérente.

De fait, nous avons constaté l'expression de deux transcrits : une forme
majeur a 4,4 Kb et une forme mineure a 1,4 Kb, pour chacun des stades de

développement étudiés. L'expression de transcrits BEK de 4,4 Kb a déja été
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observée sur des cellules en culture (Dionne et al., 1990) ainsi que dans le foie, les
poumons, les reins et le cerveau de souris adulte (Kombluth, 1988). L'expression
d'un transcript de 1,5 Kb n'avait jusqu'a présent pas été€ décrite mais a récemment
été observée dans le cerveau de souris a partir de P11 (Thomas, 1990).

La quantité du transcript majeur de 4,5 Kb diminue de fagon importante entre
E7 et E10 puis se maintient constante jusqu'a P1l. Dans le cas du cerveau de
souris, Thomas et al. (1990) ne rapportent aucune variation de la quantité du
transcript BEK ; cependant, ces auteurs n'ont commencé leur étude qu'a E14. La
quantité du transcript mineur de 1,5 Kb apparait plus importante a E15 qu'aux
autres stades étudiés. Dans le cas du cerveau de souris, ce transcript est détecté a
partir de P11 et sa quantité augmente ensuite jusqu'a P30 (Thomas, 1990).

L'évolution de la quantité du transcript majeur de 4,4 Kb apparait similaire a
I'évolution de la quantité de sites a haute affinité pour les FGFs, (détectés par
dosage radiorécepteur et par pontage moléculaire). Ce résultat nous incite a
penser que la diminution de la quantité de récepteurs membranaires pour les
FGFs acide et basique correspond a une diminution de l'expression des ARNm

codant pour ces récepteurs.

En conclusion, il apparait que les FGFs acide et basique interagissent sur les
membranes de cerveau de poulet au niveau de sites de fixation communs. Les sites
de fixation 2 haute affinité et faible capacité semble correspondre a des récepteurs
de poids moléculaire apparent de 130 et 95 kDa environ. Le nombre de ces
récepteurs diminue de facon importante entre E7 et E10, puis entre P1 et I'état
adulte ; par ailleurs, 1'expression génique de ces récepteurs parait diminuer entre
E7 et E10. Les sites de fixation a basse affinité et forte capacité, pourraient
correspondre a des structures "heparin-like” ; les expériences rapportés dans le
chapitre suivant visent & mieux caractériser biochimiquement et & mieux connaitre
le réle de ces sites de fixation des FGFs.
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CHAPITRE II1

CARACTERISATION DES GLYCOSAMINOGLYCANNES SULFATES
POSSEDANT UNE AFFINITE POUR LES FGFs.

I - INTRODUCTION

Les résultats du chapitre précédant nous ont montré que les FGFs acide et
basique interagissent au niveau des membranes cellulaires du cerveau par
I'intermédiaire de sites de fixation communs. Les sites de fixation a haute affinité
correspondent a des récepteurs putatifs qui ont été caractérisés par pontage
moléculaire. Les sites de fixation a basse affinité, qui apparaissent sensibles a
I'héparinase, ont déja été décrits par ailleurs au niveau des surfaces cellulaires et
des matrices extracellulaires (Moscatelli, 1987a ; Bashkin et al., 1989). Quoique
la structure précise de ces sites a basse affinité ne soit pas connue, on sait qu'ils
contiennent des glycosaminoglycannes de type héparine qui sont responsables de la
fixation des FGFs (Moscatelli, 1987 ; Bashkin et al., 1989 ; Vigny et al., 1988 ;
Kieffer et al., 1990). Le role biologique de ces sites a basse affinité reste inconnu,
cependant il a ét€é montré qu'ils étaient capables de stocker les FGFs et de les
libérer sous une forme biologiquement active (Vlodavsky et al., 1987, Friesel et
al., 1988 ; Bashkin et al., 1989). Ces résultats laissent supposer un contrdle par les
sites a basse affinité, de la biodisponibilité des FGFs, contrdle au cours duquel la
matrice extra-cellulaire jouerait un réle essentiel.

Dans le but d'aborder la signification biologique des sites de fixation a basse
affinité pour les FGFs, nous avons isolé les glycosaminoglycannes sulfatés du
cerveau embryonnaire et évalué leurs capacités a fixer les FGFs ; enfin, nous les

avons localisés in situ par radioautographie.
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II - MATERIELS ET METHODES

1 - Présentation des glycosaminoglycannes.

Les glycosaminoglycannes (GAGs) autrefois appelés mucopolysaccharides
sont de longues chaines polysaccharidiques non branchées, composées d'unités
disaccharidiques répétitives. Sur la base de la composition glucidique, de la
structure et du niveau de sulfatation de leurs unités disaccharidiques, les GAGs ont
été classés en quatre groupes principaux (Tableau 11) : 1) I'acide hyaluronique ;
2) les chondroitines et des dermatanes sulfates ; 3) les héparanes sulfates et
I'héparine ; 4) les kératanes sulfates.

Alors que l'acide hyaluronique n'est pas sulfaté, I'ensemble des autres GAGs
possédent des groupements sulfates en quantité plus ou moins importante. Les
GAGs sont synthétisés a partir de monosaccharides conjugués a un nucléotide
(UDP-monosaccharide) sous l'action de glycosyltransférases et sont sulfatés
essentiellement dans le réticulum endoplasmique et dans l'appareil de Golgi a
partir de 3' phosphoadénosine-5'-phosphate. Leur dégradation ainsi que leur
désulfatation apparaissent avoir lieu essenticllement dans les lysosomes (Revue
dans Ruoslahti, 1988). Les GAGs, sauf l'acide hyaluronique, sont trouvés dans les
tissus associés avec des protéines par l'intermédiaire d'un trisaccharide de liaison
(Protéine - sérine - xylose - galactose - galactose - GAG) pour former des

protéoglycannes.

2- Extraction des GAGs

30 cerveaux d'embryons de poulets (E15) ont ét€ disséqués stérilement et
homogénéisés dans 15 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7,4 contenant 50

pCi/ml de Na*SO, (Amersham, 116 mCi / mmole). L'homogénat est placé a 37°C

pendant 12 h. A l'issue de cette période d'incubation, 'homogénat est soniqué 4
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fois 30 secondes & 50 W et délipidé par deux extractions dans le mélange
chloroforme/méthanol (2:1, v/v) a 0°C (Suzuki, 1965) ; la fraction méthanolique

est séchée sous air comprimé a température ambiante. Le matériel résiduel, rincé

par l'acétone et séché en présence de P,O, pendant une nuit a 37°C, est ensuite

repris dans 5 ml de tampon Tris-HCl 0.1 M, pH 8,5 ; CaCl, 4mM contenant

Img/ml de pronase (Calbiochem-Behring Corp.). La digestion est réalisée a 56°C
pendant 3 jours, en rajoutant 1 mg/ml de pronase toutes les 24 h.. L'arrét de la
digestion est effectué en portant le mélange réactionnel a 100 °C pendant 1mn. Le
matériel insoluble est ensuite précipité par centrifugation et le surnageant,

contenant les GAGs, est déprotéinisé par l'acide trichloroacétique 5% (v/v)
pendant 24 h. 2 4°C.

Les GAGs non radiomarqués sont préparés suivant le méme protocole, sauf en

ce qui concerne l'incubation en présence de 33SO 4% qui n'est pas réalisée.

3- Fractionnement des GAGs.

La préparation de GAGs est chromatographiée sur colonne d'échange d'anions
DEAE-Sépharose équilibrée par le tampon d'équilibration : Tris-Hcl 0,01 M ; 0,1
M NaCl ; pH 7,5. Apres lavage par 2 volumes de colonne de tampon
d'équilibration, 1'élution est réalisée suivant un gradient 0,1-1 M NaCl dans le
méme tampon. Le débit de la colonne est de 0,5ml/mn. et des fractions de 1 ml
sont collectées ; leur radioactivité est mesurée a partir d'un aliquote de 100 pl

dans un compteur 8, apres addition de liquide scintillant (Ready-safe).
4- Identification des GAGSs.

Les GAGs ont été identifiés sur la base de leurs sensibilités a 1'héparinase et la
chondroitinase ABC, selon les conditions décrites par Linker et al. (1960) et
Yamagata et al. (1968). Brievement, les fractions d'élution de chromatographie
DEAE sont incubées en présence de 10 U/ml d'héparinase (EC4.2.2.7.,
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Flavobacterium heparinium, Sigma) ou de chondroitinase ABC (EC4.2.2.4.,
Proteus vulgaris, Sigma) pendant 2 h. a 37°C, les réactions sont bloquées par
chauffage pendant 1 mn. a 100 °C.

5- Déplacement de la fixation du FGFb par les GAGs.

Pour ces expérimentations, les GAGs radiomarqués, séparés sur
chromatographie DEAE-Sepharose et soumis ou non a des digestions
enzymatiques (paragraphe 4-) ont été utilisés. 25 pl de chaque fraction d'élution

DEAE-Sépharose sont ajoutés dans des tubes de polystyréne avec 23 pM de

I'_FGFb et 30 pg (équivalent protéine) de membranes de cerveau de poulet

(E15) dans un volume final de 500 pl de tampon Hepes 20mM pH 7,5 ; CaCl,

ImM ; Mg CL, 1mM, PMSF 0,1 mM ; pepstatine 1 pg/ml ; leupeptine 1 pg/ml,
aprotinine 5 Unités Kallikrein/ml. Aprés incubation sous agitation 1 h. a 4°C, les
tubes sont centrifugés, le surnageant est éliminé et la radioactivité du culot
contenant les membranes est mesurée au compteur gamma (LKB Wallac). Les
fractions capables de modifier la fixation du I'*-FGFb sur les membranes sont
ensuite rassemblées et utilisées a la réalisation d'un effet dose. Pour ce faire, une
dilution par entrainement de chaque fraction est effectuée préalablement 2
l'adjonction du I'%3-FGF et des membranes de cerveau. L'expérimentation est
ensuite menée suivant les conditions décrites précédemment. L'utilisation du
programme “heterologous displacement” (LIGAND, Munson and Rhodbard,
1970) permet de définir l'affinité des composés de la fraction héparane-sulfate
pour le I'>-FGFb.

6 - Electrophorése et électrotransfert des GAGs.

Les fractions d'élution de DEAE contenant les GAGs, non radiomarqués,

capables de fixer le FGF basique sont soumis a une électrophorése en milieu
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dénaturant SDS-PAGE dans un gel de polyacrylamide (5-15%) suivant les
conditions définies par Laemmli (1970). La migration s'effectue sous ampérage
constant (20 mA) jusqu'a disparition complete du front de migration visualisé par
le bleu de bromophénol. Aprés migration électrophorétique, le gel de
polyacrylamide est équilibré pendant 30 mn. dans du tampon de transfert : Tris 25
mM, glycine 190 mM, SDS 0,01% (wt/v), méthanol 15% (v/v). Une membrane
immobilon P (Millipore) est découpée a la taille du gel. Cette membrane est
activée en présence de méthanol (Merck) puis rincée plusieurs fois a l'eau
déminéralisée (milli Q, Millipore) et incubée dans du tampon de transfert pendant
10 mn.. Le gel est accolé contre la membrane et 'ensemble est placé dans la cuve
de transfert (Biorad). L'électrotransfert est alors réalisé a voltage constant (45 V)
pendant 5 h. Les GAGs possédant une affinité pour le FGF basique sont localisés
comme suit. La membrane de transfert est incubée dans du tampon de binding

contenant 50 nM de I'*3-FGFb (AS : 100 000 cpm/ng) pendant 2 h 3 4°C puis
lavée 3 fois dans du tampon de binding, séchée a température ambiante et
radioautographiée (film X Omat R Kodak). La spécificité est vérifiée 1) en
présence d'un exces de 100 fois en FGFb froid 2) aprés traitement par
I'héparinase comme rapporté dans le paragraphe 4.

7 - Modulation de I'activité biologique des FGFs.

L'effet des GAGs (digérés ou non par I'héparinase et la chondroitinase ABC
comme rapporté dans le paragraphe 4) sur l'activité mitogeéne des FGFs est
apprécié par adjonction de 50 pl des fractions d'élution DEAE au milieu de
culture des fibroblastes CCL39, en présence ou en l'absence de FGFs et suivant la

méthodologie décrite dans le chapitre "Matériels et Méthodes".
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8 - Localisation in situ des sites de fixation des FGFs.

La localisation des sites de fixation des FGFs a été réalisée par incubation du
I'25_FGFb sur des coupes de cerveau et autoradiographiée suivant une méthode
proche de celle définie par Jeanny et al. (1987).

Préparation des coupes a congélation de cerveau. Les cerveaux d'embryons
(E15) sont disséqués et fixés dans une solution de tampon phosphate 150 mM ;
0,15 M NaCl (PBS) contenant 0,1% de paraformaldéhyde pendant 2 h. a 4°C. A
l'issue de cette période, les cerveaux sont rincés dans le PBS (sans
paraformaldéhyde), imprégnés dans une solution de sucrose 5% puis inclus dans le
cryogel (Reichert-Jung) et congelés dans l'azote liquide. Les coupes sont réalisées

a l'aide d'un cryotome (Reichert-Jung), collectées sur des lames gélatinées et
stockées a - 70°C en présence de P,O, jusqu'a utilisation.

Incubation des coupes de cerveau en présence de I'*°-FGFb et
autoradiographie. Les lames, sur lesquelles sont placées les coupes, sont trempées

dans le PBS pendant 15 mn (élimination du cryogel), puis dans une solution de

PBS contenant 3 M MgCl, pendant 5 mn. a température ambiante. Aprés 3 lavages

dans le PBS, 50 pl de PBS contenant 10 nM de I'2>-FGFb sont déposés sur chaque
coupe pour une in