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Figure 1. Structure de la glande mammaire. 
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D'après Wheater, Burkitt et Daniels dans "Histologie fonctionnelle". 
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La glande mammaire, dont la fonction est de sécréter le lait, présente un 

développement en plusieurs étapes. Au cours de la vie fœtale a lieu la mise en place 

des structures mammaires de base. La glande est constituée d'un parenchyme, 

composante épithéliale dérivée embryologiquement de l'ectoderme et d'un 

mésenchyme ou stroma dérivé du mésoderme. A la puberté, ces structures 

s'amplifient sans changements fondamentaux pour former les canaux mammaires 

sous l'effet d'interactions épithélio-mésenchymateuses. Au cours de la gestation, les 

signaux hormonaux induisent la prolifération des cellules souches essentiellement 

canaliculaires et leur organisation en alvéoles et en réseaux de canaux. 

La glande mammaire est composée de quatre types cellulaires différents: les 

cellules épithéliales qui forment les alvéoles et les canaux et qui seules synthétisent 

et sécrètent le lait, les cellules myoépithéliales qui ont pour fonction en se 

contractant sous l'influence de l'ocytocine de faire évacuer le lait, les adipocytes et 

les fibroblastes. Les cellules épithéliales et myoépithéliales constituent le 

parenchyme, les adipocytes et les fibroblastes sont les composants du mésenchyme 

(Fig. 1). Les adipocytes confèrent sa spécificité au mésenchyme mammaire, 

contribuent à la prolifération et à l'organisation des cellules épithéliales et 

augmentent la vascularisation de la glande mammaire (pour revue: Houdebine 

1993 ; Imagawa et al., 1994a). Ces effets sont le résultat d'interactions directes 

entre l'épithélium et le stroma et de la production de facteurs solubles par les 

adipocytes. Ces facteurs sont les acides gras poly-insaturés et leurs dérivés, les 

prostaglandines. Les fibroblastes qui se trouvent à proximité des cellules 

épithéliales jouent également un rôle essentiel dans la formation et la 

différenciation du tissu épithélial. Les fibroblastes stimulent la prolifération des 

cellules épithéliales via la production du facteur de croissance HGF ("Hepatocyte 

Growth Factor") et synthétisent du collagène I qui permet aux cellules épithéliales 

de se polariser et de produire une matrice extracellulaire qui favorise leur 

différenciation. La matrice extracellulaire est un ensemble complexe de molécules, 

synthétisées par les différentes cellules d'un tissu pour participer à leur assemblage 

en organe. Les principaux constituants de cet ensemble sont les collagènes, la 

laminine, la fibronectine, les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes. Ces 



2 

molécules assemblées en réseau forment un gel directement en contact avec les 

membranes des cellules qui possèdent par ailleurs des récepteurs spécifiques pour 

les éléments de la matrice extracellulaire. Dans la glande mammaire la matrice 

extracellulaire intervient non seulement dans son organisation structurale mais 

également dans le mécanisme de la transduction du signal prolactine aux gènes des 

protéines du lait. 

Le premier signe de la puberté chez la jeune fille est le développement de la 

glande mammaire. Ce développement résulte d'une prolifération glandulaire 

limitée due en grande partie à l'accroissement du stroma et du tissu adipeux. Les 

cellules épithéliales et myoépithéliales sont elles impliquées dans la formation des 

canaux mammaires par un processus de prolifération, d'élongation et de 

branchement latéral et dichotomique. La glande mammaire postpubertaire est 

alors composée d'un faible nombre de canaux terminés par un nombre limité de 

lobules. Le développement du tissu mammaire est déclenché par des signaux 

hormonaux, principalement les œstrogènes. Les récepteurs aux œstrogènes sont 

présents dans les fibroblastes et les cellules épithéliales mammaires. Le récepteur 

de la progestérone est par contre décelable surtout dans les cellules épithéliales. La 

prolifération des cellules épithéliales mammaires est sous le contrôle des 

œstrogènes et de la progestérone (Bresciani, 1968). Il est clair cependant que les 

œstrogènes eux-mêmes ne sont pas de véritables agents mitogènes pour les cellules 

épithéliales mammaires normales (Edery et al., 1984 ; Gabelman et Emerman, 

1992). Ils agiraient par l'intermédiaire de mécanismes multiples plus ou moins 

indirects. Sous l'influence des œstrogènes, la glande pituitaire synthétise 

davantage de prolactine. La progestérone en synergie avec la prolactine augmente 

la croissance des cellules épithéliales. Les œstrogènes, en induisant l'accumulation 

des récepteurs de la progestérone dans ces cellules, pourraient favoriser ainsi leur 

multiplication (pour revue: Haslam, 1987). La progestérone n'est toutefois pas un 

agent mitogène très puissant vis-à-vis de la glande mammaire. Une des actions in 

vivo des œstrogènes sur la croissance mammaire pourrait donc s'exercer via la 

prolactine, puissant mitogène vis-à-vis de la glande mammaire. La prolactine elle­

même pourrait stimuler la croissance mammaire en partie par un mécanisme 

indirect ou en synergie avec des facteurs de croissance. Sous l'influence des 
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œstrogènes, les cellules épithéliales mammaires produisent davantage de facteurs 

de croissance et de leurs récepteurs. L'EGF ("Epidermal Growth Factor") et le TG Fa 

("Transforming Growth Factor a") sont deux facteurs de croissance de la même 

famille, utilisant le même récepteur de l'EGF et agissant sur un grand nombre de 

types cellulaires. Des récepteurs de ces facteurs ont été identifiés sur les cellules 

épithéliales et myoépithéliales mammaires. Les œstrogènes augmentent la 

synthèse de l'EGF, de ses récepteurs (Vonderhaar, 1984), du TGFa et de ses 

récepteurs (Monaham et al., 1987; Gabelman et Emerman, 1992). Des ARNm du 

facteur de croissance IGF-I ("Insulin-like Growth Factor-l") ont été localisés dans le 

stroma de la glande mammaire humaine par la technique d'hybridation in situ (Yee 

et al., 1989). Les cellules épithéliales mammaires sont sensibles à l'IGF-I, ce qui 

invite à considérer un modèle paracrine dans lequel les cellules stromales 

constituent la source locale d'IGF-I qui pourrait stimuler la prolifération de 

l'épithélium. L'expression de l'IGF-I est augmentée par l'hormone de croissance et 

des arguments indirects tendent à montrer qu'elle est également sensible aux 

œstrogènes. Les cellules épithéliales mammaires produisent un facteur de 

croissance propre à la glande mammaire: le MDGFl ("Mammary-Derived Growth 

Factor l") (Bano et al., 1985). Ce facteur de croissance, hautement mitogène pour 

les cellules épithéliales mammaires, agirait selon une boucle de stimulation 

autocrine. Les œstrogènes augmentent la sensibilité des cellules épithéliales 

mammaires à ce facteur de croissance. 

La croissance du tissu mammaire est limitée par des facteurs inhibiteurs de 

la prolifération. Le TGFf3 ("Transforming Growth Factor W'), reconnu initialement 

comme un facteur de croissance et un facteur transformant des fibroblastes, s'est 

avéré exercer une action inhibitrice sur la plupart des cellules et, en particulier, sur 

les cellules de type épithélial. Le TGFf3 produit et sécrété par les cellules 

épithéliales mammaires exerce un effet inhibiteur sur la prolifération de ces 

cellules (Valverius et al., 1989). La mammostatine, isolée de la glande mammaire 

humaine normale, est un inhibiteur spécifique de ce tissu (Ervin et al., 1989). Le 

MDGI ("Mammary-Derived Growth Inhibitor") isolé, à l'origine, de la glande 

mammaire bovine lactante (Bôhmer et al., 1987) est un autre inhibiteur de la 

croissance des cellules épithéliales mammaires. Le TGFf3 est également un facteur 
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morphogène pour la glande mammaire; il inhibe fortement et de manière réversible 

la croissance des canaux et favorise le dépôt de collagène et la formation de matrice 

extracellulaire. Les œstrogènes inhibent la sécrétion du TGFf3 dans certaines 

lignées de cellules épithéliales mammaires (Knabbe et al., 1987). In vivo dans le 

tissu mammaire normal, les œstrogènes pourraient donc contribuer à stimuler le 

développement de la glande mammaire en inhibant les effets inhibiteurs du TGFf3. 

Le MDGI, qui fait partie de la famille des protéines transporteuses de lipides, est 

capable de se lier aux lipides et de les transporter dans les cellules mammaires. Le 

facteur est présent essentiellement dans la glande différenciée, c'est-à-dire pendant 

la gestation ou la lactation, ce qui suggère une corrélation positive avec l'expression 

des hormones lactogènes. La croissance normale de la glande mammaire est 

contrôlée par une balance d'activités biologiques entre facteurs stimulateurs et 

inhibiteurs de prolifération. Il s'agit de mécanismes complexes comprenant des 

interations directes cellules-cellules, cellules-matrice extracellulaire et des 

interactions indirectes via les hormones, les facteurs stimulateurs et les facteurs 

inhibiteurs de la croissance. L'homéostasie tissulaire est un phénomène complexe 

dont les mécanismes sont loin d'être complètement élucidés. 

L'évolution des cellules normales vers le cancer résulte d'un processus multi­

étapes dont les causes sont de natures diverses. Dans le cas du cancer du sein, le 

facteur hormonal est l'élément majeur souvent impliqué. Plusieurs travaux ont 

montré que les œstrogènes stimulent de façon indirecte la prolifération des cellules 

épithéliales mammaires tumorales. La prolifération induite par les œstrogènes 

serait le résultat d'une surproduction de facteurs de croissance tels que l'EGF 

(Dickson et al., 1986), le TGFa (Bates et al., 1988) et l'IGF-II (Osborne et al., 1989). 

A l'opposé, le TGFf3 est inhibé par les œstrogènes (Knabbe et al., 1987). Les 

œstrogènes contrôlent aussi l'expression des récepteurs de ces facteurs: EGF R 

(Mukku et Stancel, 1985), IGF R (Stewart et al., 1992 ; Mathieu et al., 1991). Ces 

données suggèrent que les facteurs de croissance et leurs récepteurs sont impliqués 

dans la prolifération induite par les œstrogènes selon un mécanisme de stimulation 

de type autocrine. 

Dans le contexte de cette thèse, nous nous intéresserons à la production et à 

la régulation des facteurs de croissance des fibroblastes FGF1 (FGF acide) et FGF2 
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(FGF basique) dans les cellules épithéliales normales ou cancéreuses de la glande 

mammaire humaine. 

Des études immunohistochimiques ont permis de localiser le FGF1 (Smith et 

al., 1994) et le FGF2 (Gomm et al., 1991) dans la glande mammaire humaine. In 

vitro, le FGF1 (Imagawa et al., 1994b) et le FGF2 (Levay-Young et al., 1989) 

stimulent la prolifération des cellules épithéliales mammaires normales. In vivo, le 

FGF2 serait impliqué dans la croissance de l'épithélium mammaire. En effet, bien 

qu'il soit associé aux basales des canaux mammaires quiescents, il existe également 

sur les cellules épithéliales des canaux en croissance (Rudland et al., 1993). Cinq 

membres de la famille FGF, originellement isolés de tumeurs, sont considérés 

comme des oncogènes. Le FGF1 et le FGF2 ne sont pas des oncogènes mais ont été 

localisés dans différentes tumeurs dont les carcinomes mammaires (Luqmani et al., 

1992; Smith et al., 1994; Anandappa et al., 1994; El Yazidi et Boilly-Marer, 1995 ; 

Penaut-Llorca et al., 1995). Les lignées cellulaires dérivées de carcinomes 

mammaires expriment les récepteurs du FGF et sont, pour la plupart, stimulées 

par ce facteur (Peyrat et al., 1991 ; Briozzo et al., 1991). Compte tenu de certaines 

observations concernant la lignée cancéreuse mammaire hautement invasive MDA­

MB-231: prolifération en absence de sérum et production de FGF (El Yazidi et 

Boilly-Marer, 1995), nous avons émis l'hypothèse que les cellules cancéreuses 

mammaires produisaient des facteurs FGF qui leur permettraient de croître en 

absence de sérum. La comparaison de la production du FGF1 et du FGF2 dans les 

cellules épithéliales mammaires normales, transformées ou cancéreuses 

permettrait de définir le rôle du FGF dans la tumorigenèse mammaire. La 

comparaison de cette production en présence ou en absence de sérum pourrait 

permettre d'observer des régulations différentielles dépendant de l'état 

physiologique de la cellule (normal ou transformé) et/ou du milieu environnant. Par 

ailleurs, la régulation hormonale des facteurs de croissance FGF est encore peu 

connue. Le FGF8 est un facteur dont la synthèse est induite par les androgènes 

dans des cellules androgéno-dépendantes de tumeur mammaire de souris (Tanaka 

et al., 1992). L'expression du FGF1 est augmentée par la testostérone dans des 

cellules tumorales de muscle lisse de canaux déférents de hamster (Hall et al., 

1990). Comme nous l'avons vu précédemment, les œstrogènes contrôlent la 
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production de nombreux facteurs de croissance dans les cellules épithéliales 

mammaires normales ou cancéreuses. Il importait donc de savoir si le FGFl et le 

FGF2 sont également régulés par les œstrogènes dans les cellules mammaires 

humaines. L'étude comparative de l'influence des œstrogènes sur la production du 

FGFl et du FGF2 dans les cellules mammaires normales et dans les cellules 

cancéreuses permettrait de savoir si les FGF jouent un rôle dans le cancer 

mammaire hormono-dépendant. 

Le gène du FGFl subit un mécanisme d'épissage alternatif à l'origine de 

plusieurs transcrits. Ces transcrits diffèrent dans leur région 5' non codante par la 

présence d'un exon non codant différent. Ils codent cependant tous la même 

protéine FGFl. A la lumière des résultats montrant le rôle de l'épissage alternatif 

dans la régulation de la production protéique, il était intéressant d'analyser 

l'épissage alternatif du FGFl dans les cellules épithéliales mammaires humaines. 

La comparaison de l'expression et de la régulation des transcrits épissés FGFl 

entre cellules normales et cellules cancéreuses mammaires pourrait donner 

quelques indications supplémentaires sur la signification biologique de l'épissage 

alternatif du FGFl. Les transcrits alternatifs du FGFl semblent contribuer à leur 

spécificité tissulaire et une distribution spatio-temporelle complexe au facteur de 

croissance FGFl. 
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I. LES FACTEURS DE CROISSANCE DES FIBROBLASTES 

A. Structure génique des FGF 

1. Les gènes FGF1 et FGF2 

7 

Le FGFl (FGF acide). Le clonage des ARN messagers fut long et 

difficile à cause, en partie, de leur faible représentativité. Une séquence 

nucléotidique de 250 pb issue d'un clone génomique fut en premier lieu isolée chez 

le bovin (Abraham et al., 1986a). Un clone d'ADN complémentaire contenant la 

totalité de la séquence codante fut ensuite isolé chez l'homme et le gène localisé sur 

le chromosome 5 (q31.3 à 33.2) (Jaye et al., 1986). La région codante du gène FGF1 

humain est formée de 3 exons de longueurs respectives 169,104 et 192 pb. Ces 

exons sont séparés par deux séquences introniques particulièrement longues (5,3 kb 

pour l'intron séparant les deuxième et troisième exons). La region 3' non codante 

(NC), en aval de l'exon 3, s'étend sur près de 3 kb et contient plusieurs sites de 

polyadénylation (Wang et al., 1989; Crumley et al., 1989). Ces sites de 

terminaisons multiples génèrent des régions 3' NC de taille variable (1, 7, 1,8, 2 et 

3,1 kb). L'étude de la région 5' NC de ce gène a permis de localiser le site 

d'initiation de la transcription et de mettre en évidence un intron à la position -34 

de l'ATG (Wang et al., 1989 ; Mergia et al., 1989). La comparaison des séquences 5' 

NC, issues de plusieurs clones d'ADNe humain, a révélé l'existence de 3 types de 

séquences 5' NC divergeant toutes en amont de la position -34 par rapport à l'ATG 

(Chiu et al., 1990 ; Crumley et al., 1990). De même, la comparaison dans cette 

région 5' NC de clones humains et bovins a mis en évidence un point de rupture 

dans l'homologie de séquence à la position -34 de l'ATG. Ces résultats ont suggéré 

l'existence d'un mécanisme d'épissage alternatif à cette position. Ce mécanisme a 

été effectivement mis en évidence dans la région 5' NC du gène FGF1 humain 

(Chiu et al., 1990; Crumley et al., 1990) et bovin (Philippe et al., 1992). 

La comparaison des séquences nucléotidiques des ADNe de différentes 

espèces montre une forte homologie dans les régions codantes et non codantes du 

gène du FGFl. Chez les mammifères, le taux de conservation est de 90% dans la 

région codante et de 70% dans la région non codante. D'autres caractéristiques 

telles que la présence d'un codon stop en phase et d'un site d'initiation de la 
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traduction unique sont communes à toutes les espèces étudiées. L'expression du 

gène du FGFl permet d'obtenir des ARNm multiples dont les tailles varient de 4,5 

à 0,8 kb. Des distributions différentielles spécifiques de tissus et de cellules, ont été 

mises en évidence et font apparaître cependant un messager majoritaire de 4,2 kb 

dans tous les cas. L'existence de plusieurs sites de terminaison dans la région 3' NC 

du gène humain permet l'obtention de transcrits ayant une séquence 3' NC de taille 

variable (Crumley et al., 1989 ; Chiu et al., 1990). Par conséquent , la protéine 

codée est de 155, 140 ou 143 acides aminés (tableau I). 

Tableau 1. Localisation chromosomique des gènes FGF, taille des transcrits 

et des protéines correspondant à ces gènes. 

Gène Localisation Transcrits Protéines Peptide 

chromosomique (kb) (aa) signal 

FGFl 5q3L3-3L2 4,5 ; 4,2 ; 0,8 155 ; 140 ; 134 

FGF2 4q26 7 ; 4,6 ; 3, 7 ; 2,2 210; 196; 155 

FGF3 llq13 1,7 231 + 

FGF4 llq13 3,3; 1,2 206; 153 + 

FGF5 4q21 1,6; 4 267 + 

FGF6 12p13 4,7; 3,9 208; 198; 175 + 

FGF7 ND 5; 2,4 194 + 

FGF8 10 1 à 1,2 215 putatif 

FGF9 ND 4,3; 3,4; 2,7 208 

Ce mécanisme de terminaison alternative a été également mis en évidence 

pour le gène FGFl bovin (Renaud et al., 1992). La diversité des transcrits FGFl 

résulte également de l'épissage d'exons 5' NC différents. Jusqu'en 1994, 4 exons en 

amont de l'ATG ont été découverts dans la région 5' NC du gène du FGFl (Wang et 

al., 1989, 1991 ; Chiu et al., 1990 ; Payson et al., 1993). L'épissage alternatif de l'un 

de ces exons (-lA, -lB, -lC et -ID) à l'exon 1 codant du gène permet d'obtenir 4 

types d'ARNm : LA, LB, LC et LD. La distribution de ces transcrits est tissu 

spécifique. Le type LA prédomine dans le rein, le LB dans le cerveau et le LC et 
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l.D dans des glioblastomes divers et dans des lignées cellulaires fibroblastiques 

(Myers et al., 1993). Récemment cinq nouveaux transcrits épissés et deux nouveaux 

exons : -lE et -IF ont été décriptés (Voulgaropoulou et al., 1994). En résumé, le 

gène du FGFl est composé, dans sa partie codante par 3 exons séparés par 2 larges 

introns et par de longues régions 5' et 3' NC. La région 5' NC comporte 6 exons non 

traduits et plusieurs promoteurs en amont de ces exons NC (Fig. 2). L'épissage qui 

intéresse les exons codant 1,2 et 3 génère la phase ouverte de lecture du FGFl et sa 

longue région 3' NC. De même, comme l'épissage alternatif dans la région 5' NC 

implique des exons non traduits, tous les transcrits du FGFl obtenus codent la 

même protéine. Le gène du FGFl approche les 120 kb mais la protéine codée n'est 

que de 16-18 kDa. Par ailleurs, il est étonnant de noter l'absence de la séquence 

nucléotidique consensus type peptide signal en sachant que le FGFl est sécrété. 

Le FGF2 (FGF basique). Le gène FGF2 humain a été localisé sur 

le chromosome 4 au niveau de la bande q26 (Mergia et al., 1986). La région codante 

de ce gène est, comme pour le FGFl, scindée en 3 exons séparés par 2 larges 

introns. Ces introns délimitent un exon central de 104 bases bien conservé entre ces 

2 gènes (Abraham et al., 1986b ; Volk et al., 1989). L'exon 3 est également bien 

conservé et la région 3' NC s'étend sur 3 kb pour les deux transcrits majoritaires 

du FGF2, comme dans le cas du FGFl (Wang et al., 1989 ; Crumley et al., 1989 ; 

Abraham et al., 1986b). Le taux d'homologie de la séquence nucléotidique de ces 

deux gènes est de l'ordre de 55%. Le gène du FGF2 humain d'environ 35 kb code 

pour des messagers de grande taille : 4,6 et 2,2 kb ; un transcrit de 6 kb a même été 

décelé dans le cortex cérébral du bovin et du rat (Shimasaki et al., 1988). A 

l'inverse du FGFl, les transcrits du FGF2 présentent plusieurs sites d'initiation de 

la traduction. En plus du site classique de type AUG (site de traduction unique 

pour le FGFl), les ARNm du FGF2 utilisent trois sites originaux de type CUG 

localisés plus en amont. Par conséquent, un même transcrit peut engendrer des 

formes longues du FGF2 (24, 22,5 et 21 kDa) en plus de la forme 18 kDa initiée à 

l'AUG (Prats et al., 1989; Florkiewicz et Sommer, 1989) (tableau I). Comme pour le 

FGFl, le gène du FGF2 est dépourvu de la séquence consensus peptide signal bien 

que le produit de ce gène soit une protéine sécrétée. Un épissage alternatif a été 

découvert pour le gène aviaire du FGF2; il est à l'origine d'un domaine N-terminal 



A. ARNm FGFl obtenus par l'epissage alternatif entre l'exon codant 1 et les 
exons non codants -lA, -lB, -lC, -lD. 
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l.A'/B, l.A'/E, lA' et l.A". 

-lA -lF -lB -lE -lC -lD 1 2 3 

- v l.A'/F ,, \1 
...... -..... -..... 

-lA -lF -lB -lE -lC -lD 1 2 3 

.... .,... ,, 1 ..... 
l.A'/B ..... ,. 

--
-lA -lF -lB -lE -lC -lD 1 2 3 

...... v-v l.A'/E ,, ...... , 
...... , ,. 

-lA 82,9 kb 1 

:\. LA' 
.... 

LA" 

Figure 2. Structure du gène et des ARNm FGFl humains. 
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nouveau de la protéine. Une des particularités importantes du gène FGF2 est la 

possibilité de transcription d'ARNm antisens. Des ARNm antisens FGF2 (gfg2) de 

1,5 kb ont été mis en évidence récemment chez l'homme dans des tissus aussi 

divers que le rein, le colon, le coeur, le foie, le muscle squelettique, les testicules et 

les ovocytes non fécondés (Kinee et al., 1994). Ce type de transcrit a été localisé 

également dans des lignées cellulaires dont une lignée de glioblastome humain et 

une lignée de cancer du sein (T4 7D) (M:urphy et Knee, 1994). Les transcrits gfg2 

ont été découverts pour la première fois chez le xénope par Volk et collaborateurs 

(1989) sous forme d'ARNm de 1,3 kb couvrant les régions codantes et 3' NC du 

FGF2 de xénope. La comparaison des séquences nucléotidiques du clone gfg2 

humain avec celui découvert chez le xénope révèle une homologie de 73 % avec une 

forte conservation des sites de jonction d'épissage et de la phase ouverte de lecture. 

2. Les autres gènes de la famille 

Outre les FGF1 et 2 qui sont les mieux connus, la famille des FGF 

comporte 7 autres membres. A l'inverse du FGF1 et FGF2, ces autres membres, à 

l'exception du FGF9, possèdent tous une séquence nucléotidique de type peptide 

signal. 

Le FGF3 (int-2). Le proto-oncogène int-2 a été identifié dans des 

carcinomes mammaires induits chez la souris par le virus Ml\1TV ("Mo use 

Mammary Tumor Virus"). Ce proto-oncogène est activé suite à l'insertion de l'ADN 

proviral au locus int-2 (Dickson et al., 1984; Dickson et Peters, 1987). Le gène reste 

dans sa structure très proche du FGF1 et du FGF2 ; il est en effet constitué, dans 

sa partie codante, par 3 exons interrompus par 2 séquences introniques ; l'exon 

central de 104 pb est bien conservé (Brookes et al., 1989). Chez l'homme, ce gène est 

transcrit en un ARNm unique de 1, 7 kb qui est traduit en un peptide de 231 acides 

aminés (Fantl et al., 1989 ; Brookes et al., 1989). Chez la souris, 4 transcrits 

différents sont exprimés dans 2 lignées cellulaires de carcinome embryonnaire 

PCC4 et F9 (Smith et al., 1988). La même année, Mansour et ses collaborateurs ont 

mis en évidence un mécanisme de terminaison alternatif à l'origine de 

l'hétérogénéité transcriptionnelle. Mais cette diversité est également assurée par 

un épissage alternatif touchant 3 exons situés en amont de la région codante. Un 

promoteur pour chacun de ces 3 exons localisés dans la région 5' NC permet leur 
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transcription différentielle et donc cette diversité (Mansour et al., 1988 ; Smith et 

al., 1988). 

Comme pour le FGF2, les transcrits du FGF3 contiennent des sites 

d'initiation de la traduction multiples permettant ainsi une traduction alternative à 

l'origine de plusieurs isoformes (Acland et al., 1990). Il est intéressant de rappeler 

que ce gène ne s'exprime pas dans les tissus mammaires normaux (sauf dans les 

stades précoces du développement) et qu'il est par contre co-amplifié avec le gène 

FGF4 dans certains cancers humains (Adelaide et al., 1988). Ces deux gènes sont 

contigus et localisés sur le chromosome 11 en q13 (Casey et al., 1986 ; Yoshida et 

al., 1988; Wada et al., 1988). Ils possèdent une homologie de séquence de l'ordre de 

40 % avec les FGF1 et 2. 

Le FGF4 (KS31hst). L'obtention de cellules NIH 3T3 

transformées après transfection par l' ADN issu de sarcome de Kaposi a permis 

d'identifier l'oncogène KS3 (Kaposi Sarcoma 3) (Delli-Bovi et al., 1987). 

Parallèlement, le même principe appliqué à l'ADN isolé de tumeur humaine 

d'estomac (Yoshida et al., 1987) a permis la découverte de l'oncogène hst ("human 

stomach tumor") identique à KS3. KFGF, KS3, hst désignent tous le FGF4. Sa 

structure génique est semblable à celle des FGF1, 2 et 3. L'exon central de 104 pb 

est délimité par 2 introns (Yoshida et al., 1987 ; Sakamoto et al., 1988). Une 

séquence de type TATA et 3 boîtes de type GC ont été localisées en amont du site 

d'initiation de la transcription (Delli-Bovi et al., 1987 ; Yoshida et al., 1987). Deux 

transcrits du FGF4 de 3,3 et 1,2 kb ont été caractérisés. L'ARNm le plus long 

contient 2 phases de lecture : la première phase code pour les 206 acides aminés du 

FGF4, alors que la deuxième phase spécifie une protéine putative de 153 acides 

aminés. Le transcrit le plus court ne contient que la phase de lecture du FGF4 

(Yoshida et al., 1987; Taira et al., 1987) 

Le FGF5. Le gène FGF5 humain est localisé sur le chromosome 

5 ; il a été isolé selon le même principe que le FGF4 (Zhan et al., 1988). Cet 

oncogène est, comme le FGF4, composé de 3 exons codants précédés d'une boîte de 

type TATA. Deux transcrits humains de 1,6 et 4 kb ont été caractérisés. Deux 

phases ouvertes de lecture sont présentes sur les deux transcrits. La première 
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phase code pour une protéine putative de 38 acides aminés et la deuxième pour les 

267 acides aminés du FGF5. La région codante pour le FGF5 présente 40 à 50 % 

d'homologie avec les autres FGF. 

Le FGF6. Le gène du FGF6 a été identifié à partir d'une banque 

d'ADNe de souris après hybridation avec une sonde hst humaine (Maries et al., 

1989). Il présente 70 % d'homologie avec hst et possède également des propriétés 

transformantes sur des cellules NIH 3T3. Ce gène, composé de 3 exons, est localisé 

en 12p 13 et permet la synthèse de 2 transcrits de 3,9 et 4, 7 kb. De longues régions 

5' et 3' NC délimitent une phase de lecture unique spécifiant les 208 acides aminés 

du FGF6 (Maries et al., 1989). Trois sites d'initiation de la traduction de type AUG 

permettent la synthèse de 3 protéines FGF6 de 208, 198 et 175 résidus (Coulier et 

al., 1991). 

Le FGF7 (KGF). Le gène du facteur de croissance des 

kératinocytes (KGF) ou FGF7 a été isolé à partir d'une lignée de fibroblastes 

embryonnaires humains (Rubin et al., 1989). Les transcrits sont de 5 et 2,4 kb et 

contiennent une seule phase ouverte de lecture à partir d'un codon AUG unique. La 

région codante est, comme dans le cas des autres FGF, entourée par d'importantes 

régions 5' et 3' non codantes (Finch et al., 1989). 

Le FGF8 (AIGF). Le gène du FGF8 a été cloné chez la souris 

(Tanaka et al., 1992). L'ADNe code pour une protéine de 215 acides aminés qui 

possède un peptide signal putatif. La phase de lecture se situe entre un codon 

d'initiation de type ATG (en position 174) et un codon de terminaison en position 

819. Les ARNm du FGF8 sont induits par la testostérone d'où le nom originel 

d'AIGF pour facteur de croissance induit par les androgènes (Tanaka et al., 1992). 

Ces auteurs ont constaté une homologie en acides aminés de 30 à 40% entre le 

FGF8 et les autres membres de la famille FGF. Le caractère oncogénique du FGF8 

a été démontré par Kouhara et ses collaborateurs en 1994: des cellules NIH 3T3 

transfectées de façon stable par un vecteur d'expression contenant le gène FGF8 

sont capables d'induire une tumeur dans la souris "nude" et de former des colonies 

en agar mou. Afin de définir le rôle du FGF8, les transcrits de ce gène ont été 

recherchés dans différents tissus de souris adulte et d'embryon de souris. Ce gène 
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semble être exprimé uniquement au cours de l'embryogenèse. En particulier il est 

exprimé lors de la gastrulation, du développement cérébral et au cours de la 

morphogenèse faciale et de celle des membres (Ohuchi et al., 1994 ; Crossley et 

Martin, 1995). Chez la souris, le gène FGF8 contient un exon nouveau ainsi que 

plusieurs sites donneurs et accepteurs d'épissage alternatif (Crossley et Martin, 

1995). L'épissage alternatif serait à l'origine de 7 transcrits différents, eux-mêmes à 

l'origine de plusieurs protéines FGF8 différentes dans leur région N -terminal. Le 

FGF8 humain a été récemment localisé sur le chromosome 10 (Lorenzi et al., 1995). 

La comparaison de la séquence protéique déduite de la séquence nucléotidique de 

l'exon 2 du gène FGF8 a mis en évidence une homologie de séquence de l'ordre de 

20% avec les FGF1, 2, 4 et 5 et de l'ordre de 30% pour les FGF6 et 7. Les exons 2 de 

la plupart des autres membres de la famille FGF montrent une homologie de 

séquence allant de 37% à 71%. Ceci indique que dans l'évolution de la famille des 

gènes FGF, le FGF8 est le membre le plus divergent. 

Le FGF9. L'ADNe du FGF9 fut cloné à partir d'une lignée 

cellulaire de gliome humain (Miyamoto et al., 1993). Cet ADNe spécifie un 

polypeptide de 208 acides aminés et l'homologie de séquence peptidique avec les 

autres membres de la famille est de l'ordre de 30 %. La comparaison du FGF9 

humain et du FGF9 de rat permet de conclure à une grande conservation de ce 

gène. Chez l'homme, ce gène est transcrit en 3 ARNm dont les tailles 

approximatives sont de 4,3, 3,4 et 2, 7 kb. Le site d'initiation de la traduction 

localisé sur l'ADNe est de type ATGet il n'existerait pas de mécanisme d'initiation 

alternative d'après l'analyse de la région 5' NC. 

En conclusion, les 9 membres de la famille des FGF montrent une homologie 

importante de séquence et de structure génique qui suggère l'existence d'un ancêtre 

commun dont la duplication serait à l'origine de leur diversité (Fig. 3). 

Jusqu'en 1992, la famille génique des FGF comprenait 7 membres. Cette 

famille s'est agrandie grâce aux travaux d'Isaac et ses collaborateurs (1992). Cette 

équipe a permis le clonage moléculaire chez le xénope de 2 nouveaux membres 

nommés Xe FGFi et Xe FGFü ("Xenopus embryonic FGFi et ü"). Ces gènes sont 

exprimés lors de l'induction mésodermique au cours de la gastrulation de l'embryon 

de xénope. Ils seraient responsables de l'établissement de l'axe antéro-postérieur. 



1 
1 

1 1 

FGF8 FGF9 FGFl FGF2 FGF7 FGF3 FGF5 FGF4 FGF6 

Figure 3. Arbre phylogénétique déduit des comparaisons de séquences. 

Les distances horizontales sont proportionnelles au nombre de substitutions 
par rapport à un ancêtre commun hypothétique. 
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Leurs séquences nucléotidiques présentent 92 % d'homologie et les séquences 

peptidiques qui en dérivent 89 %. L'homologie avec le FGF2 est faible (16 %), mais 

Xe FGF partagerait un gène ancestral commun au FGF6 et au FGF4. Ce gène 

aurait subi une duplication et l'évolution l'aurait ensuite écarté de la lignée de 

mammifères 

B. Structure protéique des FGF 

Le développement des techniques de cultures de cellules eucaryotes in vitro a 

permis la découverte de molécules capables d'induire ou de favoriser la croissance 

cellulaire. Ces molécules mitogènes sont alors désignées sous le terme de facteurs 

de croissance. La stimulation de la prolifération de fibroblastes 3T3 mis en 

présence, in vitro, d'extraits de tissus divers a été rapportée dès 1939. Mais ce n'est 

qu'en 1974 que Gospodarowicz désigne, pour la première fois, un polypeptide 

mitogène pour les fibroblastes 3T3 (Armellin et al., 1973) par le terme de 

"Fibroblast Growth Factor". On découvrira ultérieurement que cette terminologie 

est inappropriée car elle ne reflète qu'un aspect limité des propriétés actuellement 

attribuées à ces molécules. En 1975, une extraction à partir d'hypophyse et de 

cerveaux bovins aboutit à la caractérisation d'une protéine basique désignée par 

FGF (Gospodarowicz, 1975). L'amélioration des techniques de purification ont 

permis de distinguer deux formes de FGF: une forme acide (PI 5,6) à partir du 

cerveau de boeuf (Thomas et al., 1984), et une forme bqsique (PI 9,6) à partir 

d'hypophyse de boeuf (Bohlen et al., 1984). Parallèlement, Shing et collaborateurs 

(1984) mettaient en évidence la forte affinité pour l'héparine d'un extrait de 

chondrosarcome ayant une activité "FGF-like". Cette découverte fut le point de 

départ de la mise au point du procédé de purification des FGF par chromatographie 

d'affinité sur héparine immobilisée. Cette méthode constitue jusqu'à présent l'étap~ 

essentielle pour la recherche d'une activité du type FGF. Les FGF1 et FGF2 sont 

respectivement élués à des concentrations salines de l'ordre de 1 M et 1,5 M de 

chlorure de sodium (NaCl) (Gospodarowicz et al., 1984 ; Maciag et al., 1984 ; Lobb 

et Fett, 1984; Courty et al., 1985; Bôhlen et al., 1985). 



Tableau II. Comparaison croisée des séquences protéiques des FGF. 

FGFl FGF2 FGF3 FGF4 FGF5 FGF6 FGF7 FGF8 FGF9 

FGFl * 53 28 29 27 23 32 15 28 

FGF2 53 * 33 37 28 36 31 20 31 

FGF3 28 33 * 27 39 30 38 19 27 

FGF4 29 37 27 * 40 70 27 21 27 

FGF5 27 28 39 40 * 40 30 15 32 

FGF6 23 36 30 70 40 * 27 22 26 

FGF7 32 31 38 27 30 27 * 18 28 , 

FGF8 15 20 19 21 15 22 18 * 16 

FGF9 28 31 27 27 32 26 28 16 * 

Médecine/Sciences 1993; 9: 1113-5 
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1. Les protéines FGFl et FGF2 

Le FGF 1 (FGF acide) a été purifié sous forme d'une chaîne 

polypeptidique unique de 140 acides aminés (aa) à partir du cerveau de boeuf 

(Gimenez-Gallego et al., 1985). Des formes plus courtes dues à des délétions du côté 

N-terminal des 6 et 21 premiers aa ont été isolées du rein et de la rétine (Gautshi­

Sova et al., 1987; Courty et al., 1987). Par contre, une forme plus longue de 155 aa 

fut purifiée du cerveau bovin par Burgess et ses collaborateurs en 1986. Cette 

forme longue est obtenue après inhibition des protéases endogènes qui excisent 

normalement la méthionine en 1. Le FGFl est une protéine non glycosylée 

d'environ 16 kDa, de point isoélectrique 5,6, parfois appelée "anionic HBGF" 

("Heparin Binding Growth Factor") (Lobb, 1988a). La protéine FGFl est bien 

conservée entre l'homme, le boeuf, le rat, la souris, le porc et le poulet: 86% à 99% 

d'homologie de séquence (Halley et al., 1988a; Goodrich et al., 1989 ; Schnurch et 

Risau, 1991; Schmidt et al., 1991). 

Le FGF2 (FGF basique) est également un polypeptide constitué 

d'une chaîne unique non glycosylée et de poids moléculaire 18 kDa. Alors que le 

FGFl est anionique, le FGF2 est cationique et de point isoélectrique 9,6. Des 

différences dans la région N-terminale sont à l'origine des formes courtes ou 

longues du FGF2 et donc de la variabilité de son poids moléculaire (29, 24, 22,5 et 

21 kDa) (Presta et al., 1988a et b ; Moscatelli et al., 1987). Ces formes sont 

traduites, comme nous l'avons mentionné précédemment, à partir de codons 

d'initiation non usuels de type CUG, et sont retrouvées dans le cerveau de rat ou de 

cobaye. 

Une homologie de séquence en acides aminés de 53% a été déduite des 

séquences nucléotidiques des FGFl et FGF2 (tableau II). Ces deux facteurs 

présentent d'autre part une homologie de séquence de 30% avec l'interleukine IL-l 

alpha et IL-l béta, molécules qui, comme les FGFl et FGF2, ne possèdent pas de 

séquence peptide signal (Gimenez-Gallego et al., 1985 ; Thomas et al., 1985). Les 

FGFl et 2 utiliseraient un mécanisme de sécrétion similaire à celui de ces 

interleukines, à savoir une exocytose membranaire indépendante du réticulum 

endoplasmique et de l'appareil de Golgi. Ce type de mécanisme a été démontré pour 

le FGF2 par Mignatti et collaborateurs en 1992. 
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Ces deux facteurs de croissance peuvent être phosphorylés sur un résidu 

sérine en position 108 (Feige et Baird., 1989), et d'après l'étude de leur structure 

tertiaire, ils ne présentent pas de pont disulfure intramoléculaire (Aga et al., 1991 ; 

Copeland et al., 1991). La mutagenèse dirigée ou la modification chimique des 

résidus cystéines des FGF avaient précédemment mis en évidence cette absence de 

pont disulfure. De plus, la formation putative de ces ponts serait sans conséquence 

sur l'activité de ces facteurs (Sena et al., 1988). A l'opposé, des séquences 

peptidiques bien définies jouent un rôle clé dans l'activité biologique des FGF1 et 2. 

Ainsi, des zones de liaison au récepteur, à l'héparine et à la fibronectine ont pu être 

déterminées. La structure tridimensionnelle du FGF1 est similaire de celle du 

FGF2 ; elle s'organise en 12 repliements antiparallèles béta autour de trois axes de 

symétrie. Le caractère hydrophobe de ces molécules est dû à 9 résidus d'acides 

aminés disposés autour de l'axe de symétrie interne (Zhu et al., 1991). L'affinité des 

FGF1 et 2 pour l'héparine et le rôle de cette molécule dans l'activité de ces deux 

facteurs de croissance seront détaillés plus loin. 

2. Les autres protéines de la famille 

Outre l'importante homologie de séquence peptidique avec les FGF1 et 

2 (tableau II et Fig. 4), les autres FGF présentent également deux cystéines 

correspondant aux résidus en position 33 et 100 du FGF1 (1-154), ainsi qu'une forte 

affinité pour l'héparine. Par contre, l'existence de la séquence peptide signal chez 6 

autres membres, à l'exception du FGF9, constitue une différence par rapport aux 

prototypes FGF1 et 2. Cependant, malgré l'absence de cette séquence de sécrétion, 

le FGF9 est détecté dans le surnageant de culture de cellules transfectées par le 

ADNe codant pour ce facteur (Miyamoto et al., 1993). Ces FGF possèdent tous une 

séquence consensus de N-glycosylation. Quelques particularités distinguent 

cependant certains de ces facteurs. Le FGF3 se lie peu à l'héparine (Paterno et al., 

1989), et sa forme longue, initiée au codon leucine, n'est pas sécrétée mais 

transloquée dans le noyau. Le FGF4 se distingue par un point isoélectrique élevé 

proche de 11. Les FGF3, FGF4, FGF5 et FGF6 ont été décrits comme oncogènes 

pour leur activité transformante sur des cellules NIH 3T3 ou leur activation dans 

certains cancers. Le FGF8 possède des caractéristiques oncogéniques (Kouhara et 
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Figure 4. Comparaison des séquences protéiques des 9 FGF connus. Les séquences des protéines humaines (FGF1 
à 7, FGF 9) ou murine (FGFBJ ont été alignées en ménageant des interstices (-} de façon à faire ressortir les régions 
de similitude . Les résidus colorés en rouge ou en rose correspondent à des positions où 5 acides aminés ou plus 
sont respectivement identiques ou similaires . Une région cœur où les FGF présentent de fortes similitudes de séquence 
est évidente. 
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al., 1994), et la transformation de BALB/C 3T3 par l'ADNe du FGF9 permet de 

prédire le potentiel oncogénique du FGF9. 

Chez les mammifères une homologie interespèce très importante apparaît 

pour les séquences peptidiques de FGF. En particulier, il existe entre le FGF3 de 

l'homme et celui de la souris une homologie de 89% pour la totalité du peptide et de 

96% au niveau de la région centrale (Moore et al., 1986). 

IL DISTRIBUTION DES FGF 

De nombreux travaux portant sur la localisation tissulaire et cellulaire ont 

montré que ces facteurs possèdent un large spectre de distribution. De même, ces 

études ont, pour certaines, montré que l'expression de ces facteurs de croissance est 

régulée en fonction du type cellulaire, du stade de développement embryonnaire et 

de la différenciation. 

A. Localisations tissulaires et cellulaires 

1. Localisation des FGF1 et FGF2 

Les FGFl et FGF2 présentent quelques différences au niveau de 

leur localisation tissulaire (tableau III). 

Le FGF2 apparaît comme le facteur le plus ubiquitaire, il est en effet trouvé 

dans tous les tissus d'origine mésodermique et ectodermique, ainsi que dans de 

nombreux types cellulaires. Le FGF1 présente une distribution plus restreinte, et 

sa purification, principalement à partir du cerveau, de l'hypothalamus et de la 

rétine, a longtemps laissé penser qu'il était spécifique du système nerveux. 

Cependant, le FGF1 a été isolé ultérieurement à partir d'autres tissus tels que le 

tissu rénal, osseux et musculaire. Ces deux facteurs de croissance ont été également 

localisés dans divers tissus tumoraux et lignées cellulaires transformées ou 

cancéreuses (tableau IV). L'expression des FGF1 et 2 dans le tissu mammaire 

normal ou tumoral sera analysée dans le paragraphe suivant. Les FGF, et plus 

particulièrement le FGF2, ont été recherchés dans certains liquides biologiques. 

Dans le sérum, une forme immuno-réactive de 70 kDa du FGF2 a été rapportée par 

Mormède et ses collaborateurs en 1985. Takei et ses collaborateurs (1994) ont 

également mis en évidence du FGF2 dans le sérum de malades atteints de tumeurs 

malignes diverses dont des cancers du sein. Des molécules apparentées aux FGF 



Tableau III. Localisation tissulaire et cellulaire du FGFl et du FGF2. 

FGFl Tissus 

Cerveau 

Rétine 

Os 

Muscle squelettique 

Rein 

Myocarde 

Blastème de régénération 

Tube digestif 

Cellules 

Satellites 

Musculaires lisses 

Myocytes cardiaques 

Gliales 

FGF2 Tissus 

Cerveau 

Hypophyse 

Rétine 

Rein 

Foie 

Coeur 

Muscle squelettique 

Placenta 

Surrénale 

Prostate 

Os 

Testicule 

Cartilage 

Ovaire 

Corps jaune 

Cellules 

Follicule pituitaire 

Endothéliales vasculaires 

Fibroblaste 

Macrophage 

Pigmentaire rétinien 

Références 

Thomas et al. ( 1984) 

Courty et al. (1895); Baird et al. (1985c); 
Jacquemin et al. (1990) 

Hauschka et al. (1986) 

Oliver et al. (1992) 

Gautschi-Sova et al. (1987) 

Thompson et al. (1986) 

Bailly et al. ( 1990) 

Hughes et Hall (1993) 

Alterio et al. (1990) 

Winkles et al. (1987) 

Weiner et Swain (1989) 

Faucheux et al. (1991) 

Gospodarowicz (1974, 1975) 

Bohlen et al. (1984) 

Baird et al. (1985c); Cirillo et al. (1990) 

Baird et al. (1985b) 

Ueno et al. (1986) 

Thompson et al. ( 1986) 

Kardami et al. ( 1985) 

Sommer et al. (1987) 

Gospodarowicz (1986a) 

Story et al. (1987) 

Hauschka et al. ( 1986) 

Bellvé et Feig (1984) 

Klagsbrun et Beckoff ( 1980) 

Makris et al. ( 1984) 

Gospodarowicz (1985) 

Ferrara et al. (1987) 

Schweigerer et al. (1987b) 

Moscatelli et al. (1986) 

Baird et al. (1985c) 

Schweigerer et al. (1987b) 

*Liste nrn exhaustive de Iocalisaticn des facteurs FGFI et FGF2. 



Tableau IV. Liste non exhaustive de tumeurs contenant des facteurs de 
croissance FGF. 

Tumeur Facteurs de croissance Référence bibliographique 

Carcinome épidermoïde FGF2 Yamamoto et al., 1991 

Tumeur de la tête et du cou FGF2 Thomas et al., 1993 
FGF3 Sommers et al., 1990 

Astrocytome FGF1; FGF2 Caruelle et al., 1991 

Glioblastome multiforme FGF1; FGF2 Stefanik et al., 1991 
FGF1 Myers et al., 1993 

Méningiome et gliome FGF1; FGF2 Takahashi et al., 1990 

Carcinome du tube digestif FGF2 Ohtani et al., 1993 

Carcinome gastrique FGF2 Bordi et al., 1994 

Carcinome du colon FGF2 Gross et al., 1993 

Cancer de l'oesophage FGF2 Iida et al., 1994 

Carcinome de la bouche FGF1 Myoken et al., 1994 

Carcinome hépatique FGF1; FGF2; FGF3; Leung et al., 1994 
FGF4;FGF5 

Carcinome rénal FGF2 Chodak et al., 1988 
Mydlo et al., 1988 

Carcinome de la vessie FGF2 Allen et Maher, 1993 

Phéochromocytome FGF2 Statuto et al., 1993 

Tumeur parathyroïde FGF2 Zimering et al., 1990 

Leucémie FGF2 
Carcinome du col de l'utérus FGF2 Moscatelli et al., 1986 
Mélanome FGF2 

Chondrosarcome FGF1 Caruelle et al., 1991 
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ont été détectées dans l'humeur vitrée de l'oeil (Baird et al., 1985a ; Mascarelli et 

al., 1987), dans le liquide synovial (Hemerman et al., 1987) et l'urine de patients 

atteints de tumeur rénale ou de la vessie (Chodak et al., 1986, 1988). Dans le sang, 

des formes circulantes de FGF ont été mises en évidence indirectement grâce à 

l'identification de trois formes solubles de récepteurs de FGF (Hanneken et al., 

1994). En outre, l'expression des FGF peut être régulée en fonction des conditions 

physiologiques. Une variation du taux de FGF2 a été mise en évidence au cours du 

développement embryonnaire du rein (Risau et Ekblom, 1986) et du bourgeon de 

membre de poulet (Munaim et al., 1988). Plus récemment, Mullaney et Skinner 

(1992) ont montré que ce facteur est régulé en fonction du stade de différenciation 

et du type cellulaire dans le testicule de rat durant la maturation sexuelle. Dans les 

cellules médullaires adrénales, un stimulus hormonal contrôle non seulement 

l'expression génique du FGF2, mais également sa distribution subcellulaire (Michal 

et al., 1994). Des myocytes cardiaques surexprimant des formes courtes ou longues 

du FGF2 (initiées au codon AUG ou CUG) montrent de même une localisation 

subcellulaire différentielle qui pourrait être à l'origine de la diversité fonctionnelle 

de ce facteur. Le taux du facteur FGF1 varie au cours du développement du cerveau 

de souris (Thomas et al., 1991). 

La distribution des oncogènes de la famille des FGF est relativement 

différente de celle des FGF1 et 2. En effet, ces oncogènes sont rarement exprimés 

dans le tissu adulte normal mais sont, par contre, activés durant l'embryogenèse et 

la tumorigenèse. Des amplifications de FGF oncogènes semblent donc avoir lieu 

durant les périodes d'intense prolifération. 

2. Localisation des autres FGF 

Le FGF3 est exprimé pendant la période de mi-gestation de 

l'embryon de souris et d'une façon particulièremment importante dans les dérivés 

de l'endoderme primitif (J akobovits et al., 1986). Le FGF3 est également exprimé 

lors de la différenciation du cervelet et de la rétine, lors de la formation et du 

développement de l'oreille interne, ainsi que dans la morphogenèse dentaire 

(Wilkinson et al., 1989). Ce gène est également activé dans des tumeurs de type 

mélanome (Adelaïde et al., 1988), carcinome (Zhou et al., 1988), et dans une lignée 

cellulaire de tératocarcinome (Brookes et al., 1989). 
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Le FGF4 est exprimé dans des tumeurs diverses telles que le 

cancer de l'estomac à partir duquel il a été identifié, le sarcome de Kaposi, les 

tumeurs du foie, les mélanomes et les carcinomes du colon. Ce gène est co-amplifié 

avec le FGF3 dans de nombreuses tumeurs humaines dont des carcinomes 

mammaires (Theillet et al., 1989). Par contre, la distribution cellulaire du FGF4 est 

fortement restreinte. Ce facteur n'a encore été détecté dans aucun tissu adulte 

normal. Cependant, comme pour le FGF3, le gène est transcrit dans les embryons 

(Yoshida et al., 1989 ; Basilico et al., 1989). Chez l'homme, le FGF4 est exprimé 

dans les tumeurs de cellules germinales mâles (Yoshida et al., 1988), et dans une 

lignée cellulaire de tératocarcinome. 

Le FGF5 a été initialement identifié dans un carcinome de la 

vessie, mrus il est également exprimé dans les hépatomes et carcinomes 

endothéliaux. La première localisation du FGF5 dans le tissu sain fut dans le 

cerveau néonatal humain (Zhan et al., 1988). 

Le FGF6 est exprimé pendant l'embryogenèse (Theillet et al., 

1989). Les FGF5 et FGF6 murins sont exprimés au cours de l'embryogenèse ainsi 

que dans quelques rares tissus adultes (Hebert et al., 1990 ; de Lapeyriere et al., 

1990). 

Le FGF7, isolé à partir du milieu de culture de fibroblastes 

embryonnaires humains, a été trouvé ultérieurement dans le derme, et plus 

précisément dans le stroma sous-jacent au tissu épithélial (Finch et al., 1989), dans 

le rein, dans le tractus gastro-intestinal, dans le poumon et la glande salivaire 

(Masan et al., 1994). La distribution des FGF8 et FGF9, découverts récemment, est 

encore peu connue. 

Le FGF8 est exprimé, chez la souris, par la lignée cellulaire SC-

3 d'un carcinome mammaire androgéno-dépendant à partir duquel il a été isolé 

(Tanaka et al., 1992), et pendant l'embryogenèse et la morphogenèse de la souris 

(Ohushi et al., 1994). Dans cette étude, l'analyse par "Northern-blot" montre que le 

FGF8 n'est exprimé dans aucun des tissus adultes examinés, alors qu'il joue un rôle 

essentiel au cours de la gastrulation, du développement cérébral et de la 

morphogenèse des membres et de la face 

Le FGF9, isolé d'un gliome humain, a été détecté également 

dans le cerveau et le rein de souris (Miyamoto et al., 1993). 
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L'expression des FGF dans les cellules épithéliales de la glande mammaire 

humaine a été mise en évidence par Flamm et collaborateurs en 1989. Par des 

techniques d'immunohistochimie et d'immunoblot, Gomm et collaborateurs (1991) 

ont localisé le FGF2 dans la glande mammaire normale humaine, et plus 

précisément dans les cellules myoépithéliales et non dans les cellules épithéliales 

canaliculaires ou lobulaires. Cette expression myoépithéliale du FGF2 a été 

confirmée dans des cellules humaines en culture par Ke et collaborateurs en 1993, 

et dans des cellules myoépithéliales et fibroblastiques de rate par Barraclough et 

collaborateurs en 1990. Une lignée épithéliale dérivée de glande mammaire 

normale de rate ne contient pas de FGF2 par d'ARN poly (A) mesuré par 

"Northern-blot". Cepandant, une quantification par hybridation dot-blot montre 

que le transcrit FGF2 dans les cellules épithéliales représente 15 à 20% du taux 

exprimé dans les cellules myoépithéliales (Fernig et al., 1993). Cependant, dans 

cette étude, aucune activité relative à une molécule de type FGF2 n'a été décelée 

dans cette lignée épithéliale. Quelques éléments de réponse ont été avancés 

récemment pour lever l'ambiguïté sur la localisation du FGF2 dans la glande 

mammaire. En effet, Rudland et collaborateurs (1993) ont constaté chez la rate que 

le FGF2 est associé aux basales des canaux mammaires quiescents et qu'il existe 

aussi au niveau des cellules épithéliales des canaux en croissance. Le FGF2 est 

impliqué dans la croissance de l'épithélium mammaire ; les variations de sa 

localisation dépendent de la structure et de l'état de différenciation de la glande. 

En comparaison, le FGF1 a été initialement localisé dans les fibroblastes 

mais pas dans les cellules myoépithéliales ni dans les cellules épithéliales de la 

glande mammaire de rate. Une analyse récente par "Northern-blot" de tissus 

mammaires humains normaux et tumoraux a mis en évidence des taux de FGF1 et 

FGF2 plus élevés dans le tissu normal que dans le tissu malin (Anandappa et al., 

1994). Par contre, Smith et collaborateurs en 1994 ont mis en évidence le FGF1 

dans les tumeurs et dans quelques tissus normaux adjacents, mais ils n'en ont pas 

détecté dans les tissus bénins ni dans les tissus sains. Par contre, le FGF2 a été 

trouvé dans tous les échantillons de tumeurs bénignes et de tissus sains, mais pas 
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dans les tumeurs malignes examinées. Ces résultats, en partie contradictoires, 

rendent difficile la compréhension du rôle de ces facteurs de croissance dans le 

processus de tumorigenèse mammaire. L'expression des autres membres de la 

famille des FGF dans la glande mammaire normale est encore peu connue. Les 

FGF3 et FGF4 ne sont pas exprimés dans les tissus mammaires normaux (Smith et 

al., 1994). Le FGF7 est décrit actuellement comme étant un bon candidat pour être 

un facteur régulateur du développement mammaire. En effet, le FGF7 est capable 

de stimuler la prolifération in vitro de cellules épithéliales isolées de glande 

mammaire de souris (Imagawa et al., 1994b). 

C. Dans la tumeur mammaire 

Il est généralement admis que la prolifération anormale des cellules 

tumorales est due, en partie, à la production de facteurs de croissance autocrines 

que leurs homologues normales ne produiraient pas. Cependant, cette idée 

manquait d'arguments directs totalement convaincants. En effet, il est 

actuellement démontré qu'un grand nombre de ces facteurs de croissance sont 

également produits par les cellules normales (pour revue: Imagawa et al., 1994a). 

La production de facteurs de croissance n'implique donc pas à elle seule le caractère 

transformant. Pour comprendre la part de facteurs de croissance tels que les FGF 

dans le cancer du sein, nous allons procéder d'abord à une étude bibliographique 

des FGF dans les tumeurs mammaires. Un facteur de croissance dérivé d'une 

tumeur mammaire humaine et identifié ultérieurement comme étant du FGF2 a été 

purifié par Rowe et collaborateurs en 1986. Flamm et collaborateurs en 1989 

confirment l'expression du FGF2 dans les cellules épithéliales cancéreuses et 

normales de la glande mammaire humaine. Une étude immunohistochimique sur 

des biopsies mammaires malignes humaines a permis de localiser le FGF2 dans la 

composante myoépithéliale de cette glande (Gomm et al., 1991). Par la technique de 

RT-PCR, Luqmani et collaborateurs (1992) ont également montré la présence du 

FGF2 dans les biopsies de cancer du sein. Des cellules épithéliales et 

myoépithéliales transformées dérivées de lésions mammaires bénignes humaines 

expriment le transcrit et la protéine correspondant au FGF2 (Ke et al., 1993). 

Cependant, la quantification de l'ARNm ou de la protéine révèle une expression 

beaucoup plus élevée dans le type myoépithélial que dans le type épithélial (Ke et 
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al., 1993). Dans cette même étude, la technique de fixation de FGF2 radiomarqué à 

l'iode 125 montre que les cellules épithéliales dérivées de ces lésions bénignes 

n'expriment ni le récepteur de haute affinité ni les sites de fixation de basse 

affinité. Par contre, les cellules myoépithéliales dérivées de ces mêmes lésions 

expriment les 2 types de récepteurs. La conclusion de ce travail était que la 

différenciation vers le phénotype myoépithélial de cellules en culture est associée à 

une surexpression de FGF2. Il a été, de plus, suggéré que le FGF2 détecté par 

immunocytochimie dans les membranes basales du sein proviendrait en partie des 

cellules myoépithéliales du parenchyme mammaire. Les cellules épithéliales 

tumorales de glande mammaire de rate expriment également du FGF2 ; 

l'apparition de ce facteur ainsi que de son récepteur de haute affinité (non ceux de 

basses affinités) augmentent avec le phénotype malin ; plus précisément en 

fonction de son pouvoir métastasique. 

Le FGF1 a été détecté dans la majorité des échantillons cancéreux (68%) et 

dans quelques tissus normaux adjacents (57%) alors que les échantillons normaux 

ou bénins ne contenaient pas de protéine relative au FGF1 (Smith et al., 1994). A 

l'inverse, le FGF2 était présent dans tous les échantillons normaux et bénins 

examinés mais dans aucune tumeur. Dans cette étude une seule tumeur exprimait 

le FGF4 mais aucune ne contenait le FGF3. Après purification sur héparine­

Sepharose et tests biologiques sur des fibroblastes NR6 (fibroblastes 3T3 déficients 

en REGF), il a été montré que le milieu conditionné par des tumeurs mammaires 

humaines contient du FGF1 (Smith et al., 1994). L'activité biologique FGF1 a été 

neutralisée par un anticorps anti-FGFl. Une plus forte activité biologique sur les 

fibroblastes NR6 a été obtenue avec la fraction éluée dans les mêmes conditions que 

le FGF2. Cependant, l'activité de cette fraction n'a pas été inhibée par des anticorps 

anti-FGF2 ni par des anti-FGF4. Cette molécule, baptisée par les auteurs facteur 

de croissance du sein (BGF), est plus efficace que les FGF1 et 2 dans la stimulation 

de la formation de colonies en agar mou par les NR6 et de l'activité mitogène sur la 

lignée cellulaire MCF-7 de cancer du sein. L'activité de ce facteur est réduite en 

présence de FGF suggérant ainsi que ces deux facteurs entrent en compétition pour 

le même récepteur. Paradoxalement, les milieux conditionnés par différentes 

lignées cellulaires de cancer du sein ne contiennent aucune activité relative à une 
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molécule de type FGF. Ce résultat suggère qu'en culture les lignées cellulaires 

perdent quelques caractéristiques des tumeurs primaires (Smith et al., 1994). En 

conclusion de cette étude, Smith et collaborateurs avancent l'hypothèse qu'une 

augmentation de la synthèse et de la séquestration du FGF1 serait l'une des 

premières caractéristiques du développement d'un cancer du sein. Ceci est en 

accord avec le résultat relatif à la présence du FGF1 dans le tissu normal adjacent 

à la tumeur mais non dans les tissus normaux issus de réduction mammoplastique 

ou les tissus bénins (Smith et al., 1994). A l'opposé, le FGF2 a été trouvé dans les 

tissus bénins ou normaux adjacents à la tumeur mais pas dans les carcinomes 

examinés. Le FGF2 a été localisé plus précisément dans les membranes basales des 

cellules myoépithéliales (Gomm et al., 1991). En sachant que l'une des premières 

caractéristiques morphologiques du cancer du sein est l'altération de la membrane 

basale et la perte des cellules myoépithéliales, il devenait logique de penser que 

l'absence de FGF2 soit associée à la disparition des cellules productrices. 

Cependant, cette absence de la production du FGF2 par les tumeurs n'est pas le cas 

général dans le cancer du sein (Anandappa et al., 1994; Luqmani et al., 1992). En 

effet, l'analyse par "Northern-blot" de la production de FGF1 et FGF2 dans des 

tissus mammaires humains bénins ou cancéreux révèle l'expresssion de formes 

normales d'ARNm de FGF1 et FGF2 aussi bien dans les tissus bénins que 

tumoraux. Comparativement, l'expression des transcrits FGF1 et FGF2 est plus 

élevée dans les échantillons bénins. Cependant un niveau de FGF2 équivalent ou 

supérieur à celui des lésions bénignes a été trouvé dans 25% des tumeurs 

analysées. Dans cette même étude, seulement 11% des tumeurs malignes ne 

contiennent pas de quantité détectable de FGF1 et 27% de niveau détectable de 

FGF2. Par contre, une lignée cellulaire épithéliale invasive de cancer du sein MDA­

MB-231 exprime l'ARNm du FGF2 à un taux élevé. Tous ces résultats suggèrent 

que dans certains cancers une population de cellules tumorales pourrait acquérir la 

capacité d'exprimer un taux élevé d'ARNm du FGF2. Le FGF2 est un facteur 

angiogène puissant et l'angiogenèse est nécessaire à la croissance tumorale et à la 

métastase. L'expression du FGF2 par certains sous-clones de cellules épithéliales 

cancéreuses pourrait donc favoriser l'angiogenèse et la métastase dans le cancer du 

sein. D'autre part, le taux de FGF2 plus important dans le sérum de la plupart des 
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patientes atteintes d'un carcinome mammaire semble également indiquer un rôle 

important du FGF2 dans la tumorigenèse (Takei et al., 1994). 

Le FGF3 est le second proto-oncogène découvert en tant que site 

d'intégration commun du rétrovirus lVIJ.V(TV dans les tumeurs mammaires de souris. 

n est devenu important de déterminer comment les homologues humains des gènes 

int étaient impliqués dans cette pathologie. L'approche la plus directe a consisté à 

examiner l'état du locus int sur l'ADN de tumeurs du sein et plus précisément à 

analyser les amplifications et/ou les possibles altérations de ce locus. De telles 

anomalies indiqueraient de façon indirecte une altération de l'expression génique. 

L'utilisation de cette stratégie a permis de montrer que le locus int-2 est amplifié 2 

à 8 fois dans environ 20% des tumeurs mammaires examinées (Adelaide et al., 1988 

; Lidereau et al., 1988; Zhou et al., 1988). Lidereau et collaborateurs (1988) ont mis 

en évidence une association entre l'amplification du gène int-2 et la récurrence 

locale de la maladie, alors que Borg et collaborateurs (1989), tout en confirmant ce 

résultat, montrent en plus une corrélation positive entre cette amplification et 

l'expression du récepteur aux œstrogènes dans la tumeur mammrure. 

L'amplification du gène FGF3 dans certains cancers du sein coïncide avec une 

surproduction de la protéine ; l'ARNm correspondant est décelé dans la majorité 

des tumeurs où le gène est amplifié (Liscia et al., 1989). Plusieurs formes de la 

protéine FGF3, traduites à partir de codons d'initiation distincts, présentent des 

localisations subcellulaires différentes et des activités spécifiques (Acland et al., 

1990). L'analyse de la séquence nucléotidique de gènes int-2 de plusieurs 

carcinomes de sein et leur comparaison avec la séquence de ce gène dans l'ADN 

d'un placenta normal révèle que la région codante de int-2 est identique dans les 2 

types d'ADN (Meyers et Dudley., 1992). Ces résultats impliquent que les cancers 

agressifs du sein expriment une forme non altérée de la protéine Int-2. L'oncogène 

int-2 n'est pas transcrit dans la glande mammaire normale de souris et 

l'intégration du virus :MMTV à ce locus active la transcription de ce gène (Dickson 

et al., 1984). La surexpression de la protéine Int-2 dans des souris transgéniques 

induit le développement d'hyperplasies mammaires et prostatiques (Muller et al., 

1990). L'addition de Int-2 au milieu de culture de cellules épithéliales mammaires 

quiescentes de souris les induit dans la voie de la prolifération (Dixon et al., 1989). 
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L'ensemble de ces résultats suggère que malgré le faible pourcentage de cancers 

mammaires surexprimant l'oncogène int-2, cette amplification mène probablement 

à la tumorigenèse. 

Un autre oncogène de la famille des FGF est parfois également amplifié dans 

les tumeurs mammaires. Il s'agit de l'oncogène hst-1 codant pour le FGF4. Ce gène 

est immédiatement adjacent à int-2 sur le chromosome 11 chez l'homme (Adelaide 

et al., 1988 ; Wada et al., 1988) et sur le chromosome 7 chez la souris (Peters et al., 

1989). Hst-1 est transcriptionnellement activé seul ou avec int-2 dans certaines 

tumeurs mammaires de souris (Peters et al., 1989). Dans les tumeurs mammaires 

humaines, Theillet et collaborateurs (1989) ont mis en évidence une amplification 

de l'amplicon contenant les proto-oncogènes int-2 et hst-1. Si l'amplification de int-2 

et hst-1 joue un rôle dans le développement de tumeurs mammaires, alors on 

pourrait s'attendre à ce qu'un changement dans l'expression de l'un ou l'autre de 

ces gènes soit corrélé avec une amplification du locus. Peu de tumeurs expriment 

int-2 ou hst-1 avec ou sans amplification génique pour pouvoir analyser cette 

hypothèse. Le gène FGF6 avec le gène CCND2 spécifiant la cycline D sont 

également co-amplifiés dans certains cancers du sein (3,6%) (Dib et al., 1994). 

En conclusion de l'ensemble des travaux mettant en évidence des facteurs de 

croissance de type FGF dans le cancer du sein, la plupart des auteurs tendent à 

impliquer ces facteurs dans la tumorigenèse mammaire en tant que mitogènes 

puissants. 

La tumorigenèse mammaire semble impliquer également les récepteurs des 

FGF. Des sites de fixation du FGF2 ont été décrits dans des cellules épithéliales 

mammaires normales et cancéreuses de rate (Fernig et al., 1990), dans des lignées 

cellulaires de cancer du sein (Briozzo et al., 1991 ; Peyrat et al., 1992a et b) et dans 

des biopsies de cancer du sein (Peyrat et al., 1991). Des amplifications des gènes :flg 

et bek spécifiant respectivement les récepteurs R1 et R2 du FGF ont été mises en 

évidence dans 12% d'une population de cancers du sein (Adnane et al., 1991). Dans 

la plupart des tumeurs amplifiant :flg, le récepteur R1 du FGF est surexprimé 

(Theillet et al., 1993 ; McLeskey et al., 1994). Selon Fernig et collaborateurs (1990 ; 

1992 ; 1993) les cellules épithéliales de la glande mammaire normale et de tumeurs 

bénignes de rate ne portent pas de récepteurs au FGF alors que des cellules 
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malignes en sont largement pourvues. Comme nous l'avons précédemment décrit 

pour le FGF lui-même, ces travaux ont pu établir une corrélation entre l'expression 

des récepteurs au FGF et le phénotype malin des tumeurs mammaires. Cependant, 

la production du FGF et de son récepteur n'explique pas à elle seule le potentiel 

tumorigène des cellules mammaires puisque les cellules normales en sont 

également pourvues. Les sites de fixation de basse affinité des FGF (Moscatelli, 

I987) pourraient également intervenir dans le processus de cancérogenèse. Les 

héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) qui constituent ces sites de faible 

affinité sont présents dans les cellules épithéliales mammaires peu métastasiques 

mais n'existent pas dans les cellules métastasiques. Cette absence des "récepteurs" 

de basse affinité du FGF dans les cellules mammaires les plus malignes suggère 

que des altérations dans les HSPG pourraient jouer un rôle clé dans la contribution 

du FGF2 à la prolifération et à la dissémination des tumeurs mammaires malignes. 

Le résultat inverse est rapporté par Allen et collaborateurs (I993) dans le 

carcinome invasif de la vessie. 

Contrairement aux résultats obtenus par Fernig et collaborateurs (I990, 

I992, I993) sur l'expression des FGF R dans les tissus mammaires sains et 

tumoraux chez la rate, Luqmani et collaborateurs (I992) rapportent des résultats 

variables et moins nets dans les tissus et les lignées cellulaires humaines. Deux 

types de récepteurs aux FGF (RI et R2) ont été quantifiés par RT-PCR. Les taux de 

RI et de R2 étaient plus faibles dans les tissus cancéreux que dans les tissus 

normaux ; les niveaux d'expression de RI tendaient à être plus élevés dans les 

tumeurs possédant des récepteurs aux œstrogènes. La partie extracellulaire du 

récepteur FGF contient 3 domaines de type immunoglobuline (Ig). L'amplification 

par PCR des domaines Ig, le plus externe ou le plus proche de la région 

transmembranaire, montre que, même si les 2 formes tronquée et non tronquée du 

RI coexistent dans les tissus normaux et cancéreux, la proportion des ARNm du 

récepteur tronqué est significativement plus élevée dans les cancers. Les formes 

tronquées et non tronquées des récepteurs FGF sont des isoformes obtenues par 

épissage alternatif affectant les 3 domaines structuraux. De hauts niveaux d'ARNm 

de la forme non tronquée du récepteur RI ont été trouvés dans les cellules 

cancéreuses ZR-75-I et des niveaux plus faibles dans les cellules cancéreuses T-
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47D et les cellules normales (indécelables dans la lignée cancéreuse MCF-7). Les 

ARNm de la forme tronquée du R1 suivent le même plan de distribution que la 

forme non tronquée avec l'exception que la forme tronquée est très faiblement 

exprimée dans la lignée cancéreuse ZR-75-1 (celle-là même qui exprime le plus 

haut niveau de la forme non tronquée). D'autre part, la comparaison de l'expression 

des récepteurs R1 et R2 et des 2 isoformes de R1 révèle une expression 

différentielle entre des lignées cellulaires de cancer du sein et des cellules 

immortalisées dérivées de sein normal. Le R2 est exprimé dans certaines lignées 

épithéliales cancéreuses (ZR-75-1 et MCF-7) et pas dans d'autres (T-47D et MDA­

MB-231) et dans certaines cellules normales (HBRSV 1.6.1 et 184B5) et pas dans 

d'autres (HBL-100 et 184A1). 

En conclusion de ces résultats et du fait de leur hétérogénéité (tissus, cellules 

et cellules/cellules), il n'est pas possible de corréler l'expression des récepteurs R1 et 

R2 avec la tumorigenèse mammaire. Pour la même raison aucune conclusion ne 

peut être avancée concernant le sous-type de récepteur impliqué. Néanmoins ces 

résultats suggèrent que le rôle des FGF dans la malignité pourrait être dû à une 

production de récepteurs "aberrants". Dans l'étude de Luqmani et collaborateurs 

(1992) et malgré le faible nombre des tumeurs analysées, il apparaît une 

corrélation positive entre l'expression du récepteur aux œstrogènes et celle des 

ARNm du FGF R2. A l'inverse, dans l'étude de Peyrat et collaborateurs (1992b), des 

corrélations négatives entre le nombre total de sites de fixation du FGF et les 

récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone sont mises en évidence. Dans une 

étude plus récente, il est montré que 9% des tumeurs mammaires amplifient le 

gène du récepteur R1 et 15% des tumeurs le surexpriment (Jacquemier et al., 

1994). Ce récepteur est également exprimé dans les tissus normaux au niveau des 

cellules épithéliales. Cependant, le tissu normal exprime un taux basal d'ARNm du 

R1, alors que les tumeurs en expriment plus (85,5% des tumeurs) ou autant (14,5% 

des tumeurs). Sur les 110 tumeurs analysées par cette équipe, les phénomènes 

d'amplification et de surexpression n'ont pas pu être corrélés très exactement, 

certaines tumeurs surexprimant R1 peuvent en effet ne pas montrer d'amplification 

génique et vice-versa. L'analyse de l'expression des 4 récepteurs du FGF (R1, R2, 

R3 et R4) dans la lignée MDA-MB-134 (RE+) indique une expression importante de 
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R1 et une amplification du gène alors que le R4 est très abondant mru.s sans 

amplification génique (McLeskey et al., 1994). Sur les 23 lignées de carcinome de 

sein étudiées, toutes expriment l'ARNm d'au moins un récepteur de FGF et 

plusieurs transcrivent activement un récepteur en particulier. Le R4 est exprimé 

dans la lignée cancéreuse MCF-7 (Lehtola et al., 1992) et est également amplifié 

dans les tumeurs mammaires (Jaakkola et al., 1993). 

A la suite de l'ensemble de ces résultats, il apparaît qu'une dérégulation de 

l'expression des FGF R et la production de formes anormales de ces récepteurs 

pourraient contribuer à la prolifération incontrôlée de certaines tumeurs. En plus 

des surexpressions et des amplifications géniques de ces récepteurs, il pourrait se 

produire l'activation d'une commutation ("swich") exonique dans les gènes des FGF 
1 

R. Cette activation a déjà été constatée dans les cellules épithéliales de prostate où 

elle est associée à l'indépendance des cellules vis-à-vis du stroma et à la malignité 

(Yan et al., 1993). Des altérations structurales (troncature du C-terminale) et des 

variations dans l'affinité des récepteurs pour le FGF constatées par Kobrin et al., 

(1993) pourraient jouer un rôle dans la tumorigenèse. Une forme tronquée soluble 

du FGF R2 a été mise en évidence dans le milieu de culture de cellules cancéreuses 

gastriques (Kishi et al., 1994). La transfection de NIH 3T3 par une version 

tronquée dans la région carboxy-terminale induit une forte activité transformante 

dans ces cellules (Itoh et al., 1994). Kouhara et collaborateurs (1991) rapportent 

que la transfection des cellules CHO ("Chinese Hamster Ovary cells") par un clone 

FGF R de tumeur mammaire délété de 2 acides aminés (aa) dans le domaine 

extracellulaire, substitué pour 1 aa dans la région C-terminale et contenant 

l'insertion de 12 aa en N -terminal induit une augmentation de la fixation du FGF2 

à la surface de ces cellules. L'inhibition du gène du récepteur R1 dans les 

mélanocytes et les mélanomes malins humains conduit à une inhibition de la 

prolifération accompagnée des signes indicatifs de différenciation (Becker et al., 

1992). Des résultats similaires ont été obtenus dans d'autres cancers. 

Dans le domaine des facteurs de croissance, la thérapie anti-cancéreuse 

consiste en général à inhiber l'action des facteurs de croissance eux-mêmes ou la 

fonction de leurs récepteurs. Expérimentalement plusieurs voies d'approche ont été 

abordées: l'utilisation d'anticorps anti-facteur de croissance ou anti-récepteur de ce 
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facteur, l'utilisation d'oligonucléotides anti-sens contre l'expression du facteur ou 

du récepteur, l'utilisation de toxines associées aux facteurs et qui, une fois 

internalisées, perturbent la machinerie cellulaire, et parmi d'autres moyens encore, 

l'utilisation de substances inhibant l'interaction des facteurs de croissance avec 

leurs récepteurs. La suramine, un dérivé polysulfonate du rouge trypan, utilisée 

par le passé comme agent anti-trypanosome, trouve actuellement un second intérêt 

en tant qu'agent anti-tumoral (Stein et al., 1989 ; Myers et al., 1990 ; La Rocca et 

al., 1990). L'un des rôles de la suramine dans l'effet anti-prolifératif consiste en sa 

capacité d'interférer dans l'activité biologique des facteurs de croissance via leur 

fixation au récepteur et/ou via une modification du récepteur (Coffey et al., 1987). Il 

a été montré que la suramine inhibe la fixation à leurs récepteurs de facteurs aussi 

divers que l'IGFI, l'EGF, le PDGF, l'IL2, le TGF13 et le FGF2 (Pollak et Richard, 

1990; Hosang, 1985 ; Mills et al., 1990). Dans le cas particulier du cancer du sein, 

l'utilisation expérimentale et clinique de cette substance a aboutit à l'inhibition de 

la prolifération cellulaire et a contribué à identifier les facteurs impliqués dans la 

croissance et la néovascularisation tumorales. Ainsi Foekens et collaborateurs 

(1992) ont montré sur des lignées cellulaires de cancer du sein une réversion de 

l'action inhibitrice de la suramine par addition de FGF2 au milieu de culture. De 

même, dans un réticulosarcome produisant de hauts niveaux de FGF2, Pesenti et 

collaborateurs (1992) réussissent à inhiber in vivo les effets anti-prolifératifs et 

anti-angiogènique de la suramine par administration de FGF2 exogène. En sachant 

que le FGF2 joue un rôle clé dans la néovascularisation (Folkman et al., 1988) et la 

croissance tumorale (Hori et al., 1991), ces travaux mettent en évidence, de façon 

indirecte, un rôle pour le FGF2 dans la tumeur. Les différentes voies d'action des 

FGF dans le processus de tumorigenèse feront l'objet du chapitre V. 

Au long de cette bibliographie non exhaustive sur les FGF et leurs récepteurs dans 

le cancer du sein, nous avons noté quelques contradictions dans les résultats entre 

différents groupes. Ces contradictions empêchent toute conclusion générale sur la 

relation FGF/cancer mammaire mais tendent néanmoins à impliquer ce facteur 

dans la croissance de la tumeur et l'angiogenèse tumorale. La diversité des types de 

cancers mammaires, le faible nombre des tumeurs analysées et la diversité des 

méthodes utilisées peuvent être autant de raisons à la divergence des résultats. 
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Figure 5. Représentation schématique 
de la structure des récepteurs des FGF. 
Les récepteurs des FGF présentent une structure 
extracellulaire en trois boucles "immunoglobuline" 
terminées par un peptide signal. Le domaine catalytique 
est constitué de deux domaines kinases séparés par une 
séquence interkinase. Le récepteur est ancré dans la 
membrane par un domaine transmembranaire. Un 
domaine acide est présent entre la première et la 
deuxième boucle. 

D'après Goulier et al., 1992. 
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III. LES RECEPTEURS DES FGF: STRUCTURE PROTEIQUE ET 

GENIQUE 

Les activités biologiques des FGF sont assurées par deux classes de sites de 

fixation: des sites de haute affinité (Kd = 10-600 pM) et des sites de basse affinité 

(Kd = 2-20 nM). Les sites de haute affinité sont des récepteurs membranaires liant 

spécifiquement les FGF. Le spectre de distribution de ces récepteurs est assez large 

et comprend des types cellulaires aussi divers que des fibroblastes (Olwin et 

Hauschka, 1986 ; Huang et Huang, 1986), des myoblastes (Olwin et Hauschka, 

1986), des cellules endothéliales (Friesel et al., 1986), des cellules épithéliales du 

cristallin (l\![oenner et al., 1986, 1987), des cellules de phéochromocytome de rat 

(Neufeld et al., 1987). Ces récepteurs ont été localisés également dans différents 

tissus: le cerveau de boeuf (Courty et al., 1988), le placenta de souris (Hondermarck 

et al., 1990), des tissus d'origine nerveuse, mésenchymateuse ou épidermique 

(Wakana et al., 1991). Les sites de basse affinité sont des protéohéparanes sulfates 

localisés dans la membrane cellulaire, la matrice extracellulaire (Burgess et 

Maciag, 1989 ; Bashkin et al., 1989) et dans les membranes basales de vaisseaux 

sanguins, de la cornée et de la capsule du cristallin en particulier (Jeanny et al., 

1987 ; Gospodarowicz et al., 1987; Folkman et al., 1988 ; Vigny et al., 1988.). Pour 

ces 2 types de récepteurs le nombre de sites par cellule varie en fonction du type 

cellulaire: de 5000 à 2.106 pour les hautes affinités et de 5.105 à 2.106 pour les 

basses affinités. A quelques exceptions près, la plupart des travaux tendent à 

prouver que la co-existence de ces deux récepteurs est indispensable à la 

transduction du signal FGF. Après fixation du FGF, le récepteur membranaire 

transmet le signal à la cellule grâce à son activité tyrosine kinase alors que le 

"récepteur" basse affinité semble jouer un rôle préalable dans la fixation même du 

ligand. 

A. Haute affinité 

Les récepteurs des FGF sont des glycoprotéines transmembranaires 

composées globalement de 3 domaines (Fig. 5). 1. Le domaine intracytoplasmique 

subdivisé en deux domaines tyrosine kinase séparés par une séquence interkinase 

de 14 acides aminés. Ce domaine de taille variable comprend la région C-terminale 
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contenant les résidus tyrosine. 2. Le domaine transmembranaire de 20 aa 

permettant l'ancrage dans la membrane cellulaire. 3. La région extracellulaire 

fixant le ligand et formée de domaines de type immunoglobuline. Dans la forme à 3 

boucles Ig un domaine acide (formé d'acide aspartique ou glutamique) sépare les 

boucles I et II. Cette région extracellulaire N -terminale est également de taille 

variable (2 ou 3 boucles Ig) et comprend 6 à 9 sites de N -glycosylation. Ces 

particularités structurales caractérisent une famille de 4 récepteurs: R1-R4 ayant 

une homologie de séquence importante (56 à 71%). Néanmoins, des formes solubles 

de FGF R ont également été décrites (Burrus et al., 1991). Les récepteurs 

membranaires sont des protéines glycosylées (Feige et Baird, 1988) dont le poids 

moléculaire apparent est de 125 à 165 kDa. La glycosylation semble nécessaire à la 

fonction du récepteur et en particulier pour la fixation des FGF. En effet, 

l'utilisation d'endoglycosidases perturbe fortement la liaison du ligand. En général, 

ces récepteurs lient indifféremment le FGF1 et le FGF2 (Neufeld et Gospodarowicz, 

1986 ; Olwin et Hauschka, 1986 ; Friesel et al., 1986). Néanmoins, des récepteurs 

de forte affinité pour l'une des 2 formes de FGF ont été mis en évidence (Halaban et 

al., 1987). Il semblerait par ailleurs que les récepteurs possédant les plus faibles 

poids moléculaires soient plus affins pour le FGF1 tandis que l'affinité des formes 

de hauts poids moléculaires est plus importante pour le FGF2 (Neufeld et 

Gospodarowicz, 1986). La grande variabilité du poids moléculaire du récepteur est 

due, pour partie, à une glycosylation plus ou moins importante qui expliquerait 

aussi l'hétérogénéité des constantes de dissociation (10-600 pM). 

L'affinité des FGF pour leurs récepteurs est un problème complexe puisque 

plusieurs facteurs peuvent se lier à un même récepteur et qu'un facteur peut 

activer plusieurs récepteurs (tableau V). Cette double redondance reste pour le 

moment caractéristique des FGF et il en résulte que la liaison des FGF à leurs 

récepteurs montre une faible spécificité des FGF R vis-à-vis de leurs ligands. Les 4 

FGF R humains sont spécifiés par 4 gènes distincts dont la localisation 

chromosomique, la taille des transcrits et des protéines obtenues sont reportées 

dans le tableau VI. Des épissages alternatifs des gènes des FGF R1 et R2 

permettent d'obtenir plusieurs isoformes de chacun de ces récepteurs. Les isotypes 

obtenus peuvent différer dans leur région extracellulaire par le nombre de boucles 



Tableau V. Liaison des FGF à leurs récepteurs. 

Récepteurs 

FGFR-1 

FGFR-2 

FGFR-3 

FGFR-4 

Ligands 

FGF1, FGF2, FGF4 

FGF1, FGF2, FGF4, FGF7 

FGF1, FGF2 

FGF1, FGF4, FGF6 

D'après Bradshaw R. et al., 1994 

Tableau VI. Localisation chromosomique, ARNm et protéines FGF-R 

FGF-R Localisation ARNm (kb) Protéine (k.Da) 

FGF-R1 8p12 4,2; 4,3 150 

FGF-R2 10q26 4,4 135 

FGF-R3 4p16.3 4,5; 7,5 135 

FGF-R4 5q35 3 110 

D'après Partanen A.M. et al. 1992 
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de type immunoglobuline (2 ou 3), la composition du 3ème domaine Ig et la 

présence ou non du domaine acide et/ou des résidus arginine-méthionine localisés 

en aval de cette région acide ainsi que de la séquence signal de sécrétion. Dans la 

région cytoplasmique, les isoformes peuvent se distinguer par la présence ou non 

des résidus thréonine-valine dans la séquence jouxtant la membrane et par la taille 

de cette région C-terminale. La diversité de la séquence C-terminale pourrait être à 

l'origine d'une interaction avec des substrats spécifiques à chaque type de kinase 

(Jaye et al., 1992). La variabilité dans la région extracellulaire affecte l'affinité des 

récepteurs pour leurs ligands. La composition de la 3ème boucle immunoglobuline 

est particulièrement variable et semble porter la spécificité de liaison. Le 3ème 

domaine "lg-like" du R1 peut être spécifié par 3 exons (Ilia, IIIb, Ille) épissés 

alternativement au niveau du gène. L'épissage alternatif génère des isoformes 

membranaires à l'exception de la forme soluble du récepteur R1 obtenu par le 

transcrit contenant l'exon Ilia. Le FGF R1 Ille lie le FGF1, le FGF2 et le FGF4 avec 

la même affinité alors que le FGF R1 IIIb lie le FGF1 avec une affinité 50 fois 

supérieure à celle qu'il présente pour le FGF2 (Werner et al., 1992). 

Les différentes formes du FGF R1 ont été caractérisées chez l'homme (Ru ta et 

al., 1988, 1989 ; Hou et al., 1991) et d'autres espèces (souris, rat, poulet, 

drosophile). En outre, plusieurs isotypes de FGF R1 peuvent être présents sur un 

même type cellulaire: Hou et collaborateurs (1991) ont caractérisé des variants de 

FGF R1 au niveau des 3 domaines structuraux extra/intracytoplasmique et 

juxtamembranaire sur des cellules d'hépatomes humains. Actuellement 6 formes 

différentes de FGF R1 sont connues (Dell et Williams, 1992 ; Duan et al., 1992 ; 

Eisenmann et al., 1991 ; Fujita et al., 1991 ; Hou et al., 1991). Certaines de ces 

isoformes pourraient jouer un rôle dans la modulation de l'activité des récepteurs. 

Par exemple, le FGF R1 contenant 2 boucles "lg-like" serait associé aux caractères 

malin et transformé (Yan et al., 1992 ;Yamaguchi et al., 1994), tandis que les 

formes sécrétées ou tronquées dans le domaine kinasique seraient antagonistes de 

ces caractères (Duan et al., 1992). L'isoforme FGF R1 IIIb lie préférentiellement le 

FGF7 et le FGF1 mais pas le FGF2 tandis que le variant Ille présente l'affinité la 

plus élevée pour le FGF2 (Miki et al., 1992). Un autre variant du 3ème domaine 

"lg-like" lie le FGF1 avec une forte affinité mais pas le FGF2 (Dell et al., 1992). 
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Le gène du FGF R2 est structuralement très proche du gène du FGF R1 et 

subit également des épissages alternatifs à l'origine d'une diversité de récepteurs 

(Champion-Arnaud et al., 1991). La structure en 3 exons alternatifs est conservée 

et la composition du 3ème domaine "lg-like" du FGF R2 dépend aussi des exons 

épissés (Ilia, IIIb, Ille). Les études sur les variants du 3ème domaine Ig du FGF 

R2 démontrent également un certain niveau de spécificité de liaison du ligand. Les 

FGF1, 2, 4 et 7 se lient avec différentes affinités à 3 isoformes de ce récepteur 

(Mansukkani et al., 1992 ; Miki et al., 1992 ; Yayon et al., 1992). La 2ème boucle 

immunoglobulinique du FGF R2 contribue également à spécifier l'affinité de liaison 

pour ce récepteur (Johnson et al., 1991 ; Miki et al., 1992 ; Yayon et al., 1992 ; 

Zimmer et al., 1993; Cheon et al., 1994). 

Plusieurs équipes ont caractérisé le FGF R2 chez l'homme (Dionne et al., 

1990; Houssaint et al., 1990 ; Hattori et al., 1990), la souris et le poulet. Des études 

sur des cellules en culture ou divers tissus tendent à démontrer que les différents 

FGF R et leurs isoformes sont exprimés différentiellement de façon tissu spécifique 

(Patstone et al., 1993 ; Yazaki et al., 1993). Au cours du développement 

embryonnaire de souris, les FGF R1 et FGF R2 sont détectés dans l'ectoderme 

primitif puis dans les tissus dérivés du mésoderme et du neurectoderme (Orr­

Urtreger et al., 1991). Cependant, une distribution préférentielle des transcrits 

FGF R1 est observée dans les mésenchymes et des FGF R2 dans les épithéliums. 

Concernant les isoformes du FGF R1, le IIIb est présent dans la peau alors que les 

formes Ille sont réparties de façon plus ubiquitaire (Werner et al., 1992). De même, 

si les formes IIIb du FGF R2 sont spécifiques des tissus de type épithélial, les 

formes Ille sont quant à elles plus largement distribuées (Miki et al., 1992). 

L'incorporation de l'exon Ilia lors de l'épissage des messagers introduit un codon 

stop en phase ainsi que des sites de polyadénylation ; ces messagers permettraient 

la traduction de formes sécrétées et constituées de la majeure partie du domaine 

extracellulaire (Johnson et al., 1991). Des messagers capables de coder pour une 

forme sécrétée constituée de la 1ère boucle immunoglobuline précédée du peptide 

signal ont également été décrits pour le FGF R1 (Eisenmann et al., 1991). Par 

ailleurs, des formes délétées dans le domaine intracellulaire ont été décrites pour le 

FGF Rl et FGF R2. Hou et collaborateurs (1991) ont caractérisé un FGF R1, délété 
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d'une grande partie du domaine kinase, dont la fonction kinase aurait disparu. Il 

est vraisemblable que ce variant ait un rôle régulateur négatif. Des délétions moins 

importantes du domaine C-terminal ont aussi été décrites pour le FGF R2 (Hattori 

et al., 1990 ; Champion-Arnaud et al., 1991). Ces délétions n'affectent pas le 

domaine catalytique mru.s impliquent les régions régulatrices négatives 

communément retrouvées en aval du site catalytique. Contrairement à ce qui a été 

postulé pour le FGF R1, ces délétions pourraient donc avoir un rôle d'activation de 

la fonction kinase (Champion-Arnaud et al., 1991). Les modifications 

précédemment citées telles que la présence ou non du dipeptide Arg-Met (entre la 

boîte "acide" et la 2ème boucle "lg-like" du FGF R1) et du dipeptide Thr-Val (au 

niveau du domaine juxtamembranaire des FGF R1 et FGF R2) pourraient avoir 

une importance considérable sur la régulation de l'activité de ces kinases à 

tyrosine. Eisenmann et collaborateurs (1991) suggèrent deux rôles possibles pour 

les formes délétées des portions intramembranaire et intracytoplasmique, ces 

récepteurs sécrétés pourraient servir de transporteurs pour les FGF dépourvus de 

la séquence signal de sécrétion. Ces récepteurs tronqués pourraient aussi, par 

piégeage des FGF libres, moduler la réponse des cellules cibles aux FGF. A l'opposé, 

le rôle des formes délétées du domaine kinase, incapables de transmettre le signal, 

localisées dans divers tissus dont la glande mammaire, le système nerveux central 

(SNC) et le coeur (Luqmani et al., 1992 ; Asai et al., 1993) reste inconnu. La 

combinaison des différents variants des FGF R1 et FGF R2 permet le foisonnement 

d'un nombre considérable de formes potentielles de ces récepteurs. Selon un grand 

nombre d'auteurs, ces combinaisons différentielles qui constituent les isoformes de 

récepteurs aux FGF sont de nature à affecter l'affinité de la liaison avec le ligand, 

l'oligomérisation de la molécule, sa localisation sur la cellule, son métabolisme ainsi 

que le signal de transduction. 

Le FGF R3 a été mis en évidence chez l'homme (Keegan et al., 1991 ; 

Partanen et al., 1991) et d'autres espèces (la souris et le poulet). Chez l'homme, ce 

récepteur est exprimé dans le cerveau, dans le rein, le poumon et l'intestin grêle 

(Thomson et al., 1991). Des variants du FGF R3 ont été trouvé dans les mêmes 

organes chez la souris et aussi dans la peau (Chellaiah et al., 1994). Une forme du 

FGF R3 correspondant aux variants épissés FGF R1, 2 et 4 contenant l'exon Ille a 



36 

été décrite récemment par Ornitz et Leder en 1992. Cette forme de FGF R3 est 

préférentiellement activée par le FGFI et FGF4, peu par le FGF2 et pas du tout par 

le FGF5. En 1994, Chellaiah et collaborateurs ont caractérisé un autre variant du 

FGF R3 de souris, celui-ci correspond aux formes alternativement épissées des FGF 

RI et 2 contenant l'exon IIIb. Ces auteurs ont également montré que ce variant du 

FGF R3 ne fixait ni le FGF2 ni le FGF7 mais exclusivement le FGFI. Le FGF R4 a 

été caractérisé dans des cellules leucémiques humaines (Partanen et al., 1991). En 

outre, ces auteurs ont montré que ce récepteur est aussi exprimé au cours du 

développement embryonnaire humain dans les tissus dérivés de l'endoderme et du 

mésoderme alors que le système nerveux en est dépourvu. 

La même distribution du FGF R4 a été observée chez la souris (Starck et al., 

1991). Par contre chez le pleurodèle au stade du bourgeon caudal, des transcrits 

FGF R4 ont été localisés dans des tissus nerveux (Shi et al., 1992). En 1992, 

Vainikka et collaborateurs décrivirent le FGF R4 comme étant un membre 

présentant de nouvelles caractéristiques au niveau de la structure génique, de la 

fixation du ligand et de la transduction du signal mais pas de variants 

alternativement épissés. Des variants du FGF R4 ne montrant pas d'épissage 

alternatif ont été découverts par Ornitz et Leder (1992). Le FGF R4 est capable de 

lier plusieurs membres de la famille FGF (FGFI, 4 et 6) (tableau V), cependant son 

affinité la plus importante serait pour le FGFI et il ne fixerait pas le FGF2 

(Partanen et al., 1991). La liaison des FGF à leurs récepteurs est facilitée par des 

glycoprotéines spécifiques constituant les sites de liaison de basse affinité. 

B. Basse affinité 

Les FGF partagent la propriété de se lier spécifiquement et avec une forte 

affinité à l'héparine et aux héparanes sulfates. La signification biologique de cette 

caractéristique fut comprise depuis la découverte des héparanes sulfates au niveau 

des surfaces cellulaires et de la matrice extracellulaire (Gallagher et al., 1986 ; 

Kjellen et Lindahl, 1991). Ces héparanes sulfates sont présents sur les cellules sous 

la forme de protéoglycanes dont les chaînes polysaccharidiques sont liées de façon 

covalente au corps protéique (HSPG). 
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L'isolement d'un gène codant pour un récepteur de basse affinité du FGF2 

(Kiefer et al., 1990) a permis d'assimiler ce récepteur au syndécan, une protéine 

transmembranaire déjà connue (Saunders et al., 1989). C'est une protéine de 309 

résidus d'acides aminés dont la partie extracellulaire comporte un site de 

glycosylation lié aux asparagines et 5 sites d'attachement de glycosaminoglycanes 

occupés principalement par des héparanes sulfates (Kiefer et al., 1991). A proximité 

du domaine transmembranaire, la partie extracellulaire du syndécan présente un 

site de clivage protéolytique alors que la partie la plus éloignée de ce domaine 

contient le peptide signal. Le domaine intracellulaire du syndécan est constitué par 

34 résidus bien conservés entre les espèces et les différents membres de la famille 

de ces protéoglycanes. 

Il existe principalement 2 classes d'HSPG membranaires, les syndécans qui 

sont ancrés dans la cellule par un domaine transmembranaire du corps protéique 

(Bernfield et al., 1992) et les glypicans ancrés dans la membrane par un 

glycosylphosphatidylinositol (GPI-HSPG) (David et al., 1990 ; Stipp et al., 1994). 

Une quantité faible (5%) de FGF2 présente dans la matrice extracellulaire (J\'IEC) 

est liée à des HSPG de type GPI-HSPG (Bashkin et al., 1992). Le bétaglycan est un 

autre type de protéohéparane sulfate membranaire constituant le récepteur type III 

du TGFB (Andres et al., 1992). Les héparanes sulfates de la MEC et des membranes 

basales sont liés à un protéoglycane nommé le perlecan (J\'Iurdoch et al., 1992). 

Mais il n'est peut-être pas impossible que des HSPG membranaires soient présents 

dans la MEC. Par des expériences sur des cellules CHO mutantes pourvues de FGF 

R de haute affinité mais dépourvues d'HSPG membranaires, Yayon et 

collaborateurs (1991) ont montré que les cellules mutées ne fixent le FGF que si de 

l'héparine ou des héparanes sulfates sont ajoutés au milieu de culture des cellules. 

Il apparaissait à travers ces expériences que la présence des sites de basse affinité 

était indispensable à la liaison du FGF à son récepteur tyrosine kinase. Le rôle 

exact des HSPG dans la fixation du FGF reste à préciser, mais plusieurs 

hypothèses ont été avancées. Selon Yayon et collaborateurs (1991), les HSPG 

induiraient des changements conformationnels du FGF nécessaires à sa liaison aux 

récepteurs de haute affinité. Par contre, Bashkin et collaborateurs (1992) confèrent 

aux HSPG un rôle de réservoir à FGF. Dans ce modèle, le FGF pourrait être libéré 
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de la matrice extracellulaire par des endoglycosidases, des protéases ou bien des 

phospholipases C spécifiques des glycosylphosphatidylinositol. 

IV. DEVENIR DU LIGAND ET TRANSDUCTION DU SIGNAL 

Comme nous l'avons précédemment mentionné, les études de fixation des 

FGF ont révélé l'existence de 2 types de sites: les sites de basse et de haute affinité. 

Les analyses par Scatchard suggèrent que la fixation du FGF2 aux HSPG, 

constituant les sites de basse affinité, est sensible aux sels. La fixation de ce facteur 

au récepteur tyrosine kinase, site de haute affinité, est quant à elle insensible aux 

sels mais labile à l'acidité (Moscatelli, 1987 ; Nugent et Edelman, 1992). Par 

ailleurs, la fixation du FGF2 aux sites de basse affinité est sensible à l'héparinase 

et à la compétition par de l'héparine exogène (Fernig et al., 1992). Pour la plupart 

des cellules étudiées in vitro dont certaines cellules mammaires (Fernig et al., 1992, 

1993), le nombre des sites HSPG est 50 fois supérieur à celui des FGF R. Plusieurs 

types d'HSPG peuvent coexister sur un même type cellulaire: dans le cas des 

cellules myoépithéliales mammaires de rat, 3 constantes de dissociation différentes 

ont été trouvées. L'intervention des polysaccharides dans le changement de 

conformation du FGF, indispensable à sa reconnaissance par les FGF R, pourrait 

expliquer en partie le rôle des HS dans l'activité mitogène du FGF2 (Y ayon et al., 

1991 ; Rapraeger et al., 1991). D'autre part, la formation de dimères de FGF1 et 

FGF2 en présence de polysaccharides sulfatés (Ornitz et al., 1992; Zhu et al., 1993) 

pourrait faciliter l'activation du FGF Rlkinase. L'induction par les HSPG du 

changement de conformation et de la dimérisation des facteurs de croissance serait 

suffisante pour conduire au processus d'activation des FGF R et à la genèse du 

signal de transduction. L'activation des récepteurs tyrosine kinase des FGF 

consiste en la formation d'homodimères et d'hétérodimères de récepteurs capables 

de s'autophosphoryler et de transphosphoryler leur vis-à-vis (lillrich et 

Schlessinger, 1990 ; Bellot et al., 1991). Les hétérodimères peuvent être constitués 

par deux types de récepteurs différents (FGF Rl et FGF R2 par exemple) ou de 

variants d'un même type (formes à 2 ou 3 domaines Ig). Les mécanismes induits 

par l'activation des récepteurs haute affinité du FGF ne sont pas complètement 
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élucidés. Cependant, plusieurs voies de transduction du signal, dépendant du type 

cellulaire et de la réponse induite par le FGF (prolifération, survie, différenciation) 

ont été caractérisées. 

Pour la réponse mitogène plusieurs modes d'activation du signal FGF sont 

décrits. La phospholipase C y (PLCy) est l'enzyme qui catalyse l'hydrolyse du 

phospho-inositol en diacylglycérol et en inositol phosphate libre qui en retour active 

la protéine kinase C et augmente le taux de calcium intracellulaire. Cette cascade 

d'événements est impliquée dans la réponse cellulaire à différents facteurs de 

croissance. Dans le cas de la réponse au FGF, la mise en jeu de cette voie se trouve 

controversée par des résultats contradictoires dépendant du type cellulaire étudié. 

La PLCy, capable de s'associer aux récepteurs des FGF au niveau d'un résidu 

phosphotyrosine situé dans la partie C-terminale (.Mohammadi et al., 1991), est un 

substrat cytoplasmique des FGF R (Burgess et al., 1990). La phosphorylation de cet 

enzyme par les FGF Ret l'activation conséquente de la voie des inositides seraient 

mises en jeu dans les fibroblastes 3T3 mais pas dans les cellules CHO ("Chinese 

Hamster Ovary cells") (Hicks et al., 1989). La voie des inositides ne serait pas 

impliquée dans la mitogenèse. En effet, l'activité mitogène du FGF n'est pas 

perturbée lorsque la phosphorylation de la PLCy est abolie à la suite du 

remplacement de la tyrosine en position 766 par une phényl-alanine (.Mohammadi 

et al., 1992; Peters et al., 1992). La transduction du signal FGF par la PLCy serait 

impliquée dans différentes autres fonctions biologiques telles que la mobilité 

cellulaire ou la différenciation cellulaire lors des premiers stades du développement 

(.Mohammadi et al., 1992; Peters et al., 1992). 

Outre l'autophosphorylation, la fixation du FGF sur son récepteur kinase 

induit également une augmentation de la production de plusieurs protéines de 90, 

130 et 150 kDa (.Magnaldo et al., 1986 ; Coughlin et al., 1988 ; Friesel et al., 1989). 

D'après Coughlin et collaborateurs (1988), le FGF induirait spécifiquement la 

phosphorylation d'une protéine de 90 kDa dans des fibroblastes 3T3. De plus, 

comme pour d'autres facteurs de croissance, il a été observé une activation de 

transporteurs d'ions tels que l'antiport Na+IH+ (.Magnaldo et al., 1986) ainsi que de 

canaux potassiques (Panet et al., 1986 ; Halperin et Lobb, 1987 ; Lazkovits et al., 

1988). 



40 

Le récepteur FGF activé peut également phosphoryler la protéine GAP ("G­

protein Activating Protein") qui ainsi activée stimule l'activité GTPase de la forme 

cellulaire normale de Ras. La protéine Ras, produit du proto-oncogène c-ras, est une 

protéine de liaison au GTP impliquée dans le contrôle de la prolifération cellulaire 

et de la morphogenèse (Kremer et al., 1991 ; Satoh et al., 1992). Ras joue le rôle de 

molécule "interrupteur" dans un processus physiologique où la forme active est liée 

au GTP alors que la forme inactive est liée au GDP (Polakis et McCornick, 1993). Il 

a été montré pour l'EGF, le PDGF et le FGF2 que l'activation de ras est liée 

indirectement au processus d'autophosphorylation sur le résidu Tyr des récepteurs. 

Les récepteurs phosphorylés se comportent comme des sites de fixation de haute 

affinité pour des molécules de transduction à domaine SH2 (Koch et al., 1991). Ces 

dernières, elles-mêmes fixées par des domaines SH3 à d'autres molécules, forment 

un complexe capable d'activer la forme GDP-Ras (revue dans Schlessinger, 1993). 

La protéine tyrosine-kinase C-src est un autre produit de proto-oncogène impliqué 

dans la cascade de transduction du signal (le gène codant cette protéine est 

l'homologue cellulaire du virus du sarcome de Rous). 

D'autres modes d'activation cellulaire ont été mis en évidence, il s'agit entre 

autres des formes internalisées des FGF. Après fixation à leur récepteur, les FGF1 

et FGF2 sont internalisés et dégradés en des molécules de 10 et 15 kDa (Moenner et 

al., 1987). Dès 1987, Bouché et collaborateurs ont pu montrer que le FGF2 exogène 

internalisé pouvait se localiser dans le nucléole, la signification biologique de cette 

localisation reste encore incomprise. Néanmoins, certaines observations tendent à 

conférer aux FGF un rôle de facteurs de transcription nucléaire. La transduction du 

signal FGF par internalisation du facteur peut également constituer un élément 

régulateur de la réponse cellulaire aux FGF. En effet, une approche 

ultrastructurale de l'internalisation du FGF2 lié aux HSPG (Gleizes et al., 1995) 

dans des cellules endothéliales montre que le FGF2 lié aux HSPG pénètre la cellule 

par différentes voies et qu'il suit la voie de dégradation endosomale sans jamais 

atteindre le noyau. Or il a déjà été montré une translocation nucléaire du FGF2 

dans des cellules endothéliales (Baldin et al., 1990; Bouché et al., 1987; Hawker et 

Granger, 1992). Cette différence de résultats pourrait être due au mode 

d'internalisation du FGF utilisé par la cellule. Pour l'instant, 2 modes sont connus: 
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l'internalisation après fixation aux récepteurs tyrosine kinase ou aux 

protéohéparanes sulfates. 

Une autre voie de réponse cellulaire au FGF consiste en l'activation de gènes 

de la réponse précoce au signal mitogène: l'expression de c-myc et c-fos est 

rapidement induite après fixation des FGF à leurs récepteurs (Müller et al., 1984; 

Tsuda et al., 1986; Magnaldo et al., 1986; Zeytin et al., 1988). 

Les MAP kinases ("Mitogen-Activated Protein kinase") constituent une 

famille de protéines kinases impliquées dans diverses réponses cellulaires chez les 

eucaryotes telles que la régulation de la prolifération et de la différenciation, le 

processus de sécrétion, la dépolarisation et les réponses métaboliques. Les MAPK 

sont un élément des séries de protéines kinases qui relient la membrane plasmique 

aux événements cytoplasmiques et nucléaires. Les MAPK possèdent une 

caractéristique spécifique en ce sens que leur activation requiert une 

phosphorylation à la fois sur une thréonine et une tyrosine. L'enzyme est une MAP 

kinase kinase fortement conservée chez les mammifères et elle-même sous le 

contrôle d'une MAPKKK (dont raf-1). Les MAPK assurent une phosphorylation sur 

le résidu praline et constituent le point de départ pour suivre le signal de 

transduction en aval de la 1ère cascade kinase/Ras et en amont des facteurs de 

transcription nucléaires. Les substrats des MAPK peuvent être cytoplasmiques 

(phospholipase A2 et autres kinases) ou nucléaires (les facteurs de transcription c­

myc, c-jun) (pour revue: Marshall, 1994). 

Les mécanismes généraux de la réponse cellulaire au FGF commencent à 

être décryptés mais les messagers secondaires et les événements qui sont à l'origine 

de leur activation sont loin d'être complètement identifiés. Cette multiplicité des 

modes de transduction du signal FGF justifie en partie les effets pléiotropes de 

cette famille de facteurs, le type cellulaire conditionnant, pour l'autre partie, le 

mode de réponse cellulaire. 
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V. ROLES BIOLOGIQUES DES FGF 

A. Activité in vivo et in vitro 

Les FGF se caractérisent par un large spectre d'actions. Ils sont impliqués 

dans divers processus fondamentaux tels que la prolifération et la différenciation 

cellulaires, la réparation tissulaire, le développement embryologique et dans des 

processus pathologiques tels que la transformation cellulaire, l'angiogenèse 

tumorale et la tumorigenèse. La spécificité d'action des FGF est multifactorielle. 

Les spectres d'expression tissulaires et temporels des gènes FGF diffèrent d'un 

gène à l'autre, pouvant ainsi conférer une certaine spécificité d'action. La 

distribution et la spécificité des récepteurs de surface des FGF représentent 

certainement un autre moyen d'assurer cette action de façon discriminatoire. 

1. Le développement embryonnaire 

Des expériences déjà anciennes menées par Nieuwkoop et 

collaborateurs (1969) et Ogi (1967, 1969) sur des blastulas ont mis en évidence une 

interaction entre le pôle animal et le pôle végétatif conduisant à la différenciation 

mésodermique. Les facteurs d'induction du mésoderme ont été identifiés plus 

récemment et se sont révélés appartenir à la famille des facteurs de croissance du 

TGF13 (Smith et al., 1988 ; Rosa et al., 1988) et des FGF1 et 2 (Kimelman et 

Kirschner, 1987; Kimelman et al., 1988 ; Slack et Isaacs., 1989). Les études par 

hybridation in situ, par immunohistochimie et par dosage de FGF et/ou de leur 

ARNm ont permis de suivre l'expression de ces facteurs au cours du 

développement. Au cours du développement de l'embryon de poulet, le FGF2 a été 

localisé très précocement dans l'albumen, dans le jaune d'oeuf et, par la suite, dans 

l'embryon entier (Seed et al., 1988). L'étude quantitative de l'expression du FGF2 

au cours du développement a montré que le niveau de ce facteur est constant entre 

les jours 2, 5 et 6 mais qu'il augmente ensuite jusqu'au 13ème jour. En revanche, 

dans le cerveau une étude de la fixation spécifique des FGF1 et FGF2 sur des 

préparations membranaires montre que le maximum de fixation a lieu au 7ème 

jour. Le nombre de sites de haute affinité décroît de moitié dès le 10ème jour. Ce 

niveau est maintenu jusqu'à l'éclosion puis diminue fortement dans le cerveau 

adulte (Hondermarck et al., 1992). Thomas et collaborateurs (1991) constateront 
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parallèlement que le rôle du FGF dans le développement du cerveau varie aussi en 

fonction de l'espèce. En effet, chez la souris, le cerveau ne montre aucune variation 

significative du taux de FGF1 au cours du développement embryonnaire, par contre 

le développement post-natal est marqué par 2 périodes d'augmentation et par une 

période finale de diminution de la quantité de FGFl. Les FGF1 et 2 ne sont pas les 

seuls membres de la famille à intervenir dans l'embryogenèse. Le FGF5 est exprimé 

dans le cerveau de souris à l'approche de la naissance (Zhan et al., 1988), alors que 

le FGF3 (Jakobovits et al., 1986; Mansour et Martin, 1988 ; Wilkinson et al., 1988) 

et le FGF4 (Yoshida et al., 1989 ; Basilico et al., 1989) s'expriment pendant le 

développement de l'embryon de souris. Une étude plus récente sur le FGF8 a mis 

en évidence l'expression du gène correspondant dans toutes les régions contrôlant 

la croissance et la morphogenèse de l'embryon de souris (Crossley et Martin, 1995). 

Pendant la période 1988-1994, les études de l'expression des gènes FGF1-FGF7 

chez la souris ont montré que tous ces gènes sont actifs durant l'embryogenèse. 

2. L'angiogenèse 

Ce phénomène met en jeu des processus de migration et de 

prolifération de cellules endothéliales ainsi que de résorption de la matrice 

extracellulaire, permettant la progression des néoformations vasculaires. Le FGF2 

est l'un des nombreux candidats (angiogénine, TGFa et B, certains lipides, TNFa) 

à l'activité angiogènique. Les FGF piégés dans la MEC ou libérés par les cellules 

favorisent à la fois la croissance des vaisseaux et le remaniement de la MEC. Les 

FGF sont hautement mitogènes pour les cellules endothéliales vasculaires et 

comptent parmi les inducteurs les plus puissants de la néovascularisation et de la 

formation du mésenchyme (cf. revue Folkman et Klagsbrun, 1987). Plus 

précisément, il a été montré que le FGF2 active la production de l'activateur du 

plasminogène tissulaire (PA) (Presta et al., 1986) et stimule son activité dans les 

cellules endothéliales des capillaires (Saksela et al., 1987 ; Müller et al., 1987). Le 

FGF2 stimule la production d'autres enzymes de dégradation de la MEC telles que 

la collagénase I (Chua et al., 1987). Ces enzymes sont nécessaires à la dégradation 

de la membrane basale permettant la migration des cellules endothéliales et la 

formation de capillaires. In vivo, cette néovascularisation peut être normale ou 

pathologique. La surexpression des FGF1 et 2 au cours du développement dans le 
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cerveau (Risau, 1986) et le re1n (Risau et Ekblom, 1986), au moment où la 

vascularisation de ces organes est intense, est un argument qui conforte le rôle de 

ces facteurs dans l'angiogenèse. Le FGF2, produit par les cellules de la granulosa, 

possède une forte activité angiogénique lors de la formation du corps jaune 

(Gospodarowicz et al., 1985 ; Shimazaki et al., 1988). Les tumeurs solides 

constituent l'une des pathologies où la néovascularisation est très importante 

(revue dans Folkman et Klagsbrun, 1987). Cette angiogenèse tumorale évite 

l'hypoxie aux cellules internes de la tumeur et assure la croissance de cette 

dernière. La corrélation entre le développement des tumeurs solides et leur 

vascularisation est mise à jour dès 1976 par Folkman (Folkman, 1976). L'hypothèse 

émise par Folkman et Cotran (1976), suggèrant que les facteurs de croissance 

produits par la tumeur seraient des initiateurs de la vascularisation tumorale, a 

été largement vérifiée. Dans des cellules de tumeur de sein le FGF2 induit l'activité 

de l'activateur du plasminogène (lY.Iira-Y-Lopez et al., 1986). Ce résultat a conduit 

les auteurs à penser que le FGF2 pourrait stimuler la croissance des tumeurs 

mammaires in vivo par un mécanisme indirect de stimulation de la vascularisation. 

Des cellules d'adénocarcinome de l'endomètre possèdent des récepteurs au FGF2 et 

sont capables de répondre à ce facteur par une augmentation de la synthèse du PA 

(Presta et al., 1988c) . Le FGF2 est également capable de stimuler la prolifération 

de ces cellules confortant ainsi l'hypothèse d'une modulation coordonnée par ce 

facteur de la croissance tumorale et de la production du PA. Par des expériences 

d'injection de différents clones de cellules cancéreuses de l'endomètre dans des 

hamsters, Kuramoto (1972) a pu mettre en évidence cette relation étroite entre le 

FGF2 et l'angiogenèse via la production de PA. In vivo, les FGF se fixent au niveau 

des endothéliums (Rosengart et al., 1988) et des vaisseaux (Hondermarck et al., 

1990) et interviennent dans les 3 étapes de l'angiogenèse: la dégradation de la 

membrane basale par induction de la production de protéases, la migration 

cellulaire car ces facteurs sont chémotactiques pour les cellules endothéliales 

(Presta et al., 1986) et la prolifération de ces mêmes cellules (Gospodarowicz et al., 

1976, 1984). Le pouvoir angiogénique des FGF1 et 2 a été démontré in vitro par des 

tests classiques d'angiogenèse réalisés sur la membrane chorio-allantoïdienne de 

poulet (Lobb et al., 1985 ; Gospodarowicz et al., 1986), sur la cornée de lapin (Lobb 
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et al., 1985 ; Gospodarowicz et al., 1986) et sur la capsule rénale (Hayek et al., 

1987). Un modèle expérimental utilisant la perfusion de FGF2 par une minipompe 

osmotique a également mis en évidence le rôle angiogène de ce facteur dans la 

choroïde (Soubrane et al., 1994). 

3. La réparation et la régénération tissulaires 

Après blessure, la cicatrisation est un processus complexe qui aboutit à 

la réparation du tissu endommagé. Ce processus fait intervenir des phénomènes de 

migration, de prolifération et de différenciation cellulaires. Un remodelage de la 

matrice extracellulaire et une néosynthèse de composants matriciels s'y ajoutent. 

La première étape de la cicatrisation consiste en la mise en place d'un tissu 

cicatriciel dit encore tissu de granulation. La formation de ce tissu est due à la 

libération par la lésion d'une cascade de molécules chémo-attractives et de facteurs 

de croissance dont le FGF2. Ce facteur induit la migration et la prolifération des 

cellules des tissus conjonctifs au niveau de la blessure (Buntrock et al., 1984 ; 

Buckley-Sturrock et al., 1989). L'addition de FGF2 sur des lésions dermiques 

augmente la vitesse de cicatrisation (Thomas et al., 1987). Après la mise en place 

du tissu de granulation, s'établit une néovascularisation au cours de laquelle le 

FGF joue un rôle important. Le FGF2 piégé dans la MEC (Rogelj et al., 1989) et le 

FGF2 libéré par les endothéliums lésés (Gadjusek et Carbon, 1989) induisent une 

activité angiogénique importante (Klagsbrun, 1989). Assouline et collaborateurs 

(1989) ont montré que le FGF2 accélère la réparation tie l'épithélium cornéen 

endommagé expérimentalement. Cet effet serait le résultat d'interaction entre le 

FGF2 et la membrane basale de l'épithélium endommagé. L'épithélium cornéen 

intact ne contient pas de FGF2. Le FGF2 pourrait être utilisé en thérapie des 

lésions cornéennes superficielles (Rieck et al., 1993, 1994). Le FGF1 est impliqué 

dans la réparation de l'épithélium cornéen par l'activation de la migration 

cellulaire (Dabin et Courtois, 1991). Les FGF sont également impliqués dans la 

régénération tissulaire. Ces facteurs interviennent lors de la régénération du 

membre de pleurodèle (Gospodarowicz et Mescher, 1981 ; Boilly et al., 1990 ; 

Hondermarck et Boilly, 1990), du foie (Kan et al., 1989) et des nerfs périphériques 

(Cuevas et al., 1988 ; Danielsen et al., 1988 ; Cordeiro et al., 1989). L'endothélium 

de la cornée se régénère mieux en présence de FGF. Ce tissu possède des capacités 



Tableau VII. Activités in vitro des FGF. 

Activité mitogène Autre rôle et/ou rôle 

Cellules in vitro différenciateur 

in vitro 

Fibroblastes + + 

Endothéliales 

- de capillaires + + 

-de vaisseaux + + 

Cellules satellites + 

Myocytes + + 

Chondrocytes + + 

Cellules osseuses + + 

Kératinocytes + 

Mélanocytes + + 

Cellules de Leydig + 

Neurones rétiniens + 

Neurones du SNC + 

Neurones périphériques + 

Astrocytes + + 

Oligodendrocytes + + 

Cellules de Schwann + + 

Myoblastes + + 

Ostéoblastes + 

Neuroblastes + 
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de régénération limitées en fonction de l'âge. L'adjonction de FGF à l'endothélium 

lésé stimule la prolifération des cellules endothéliales de la cornée in vivo 

favorisant ainsi la régénération de cette membrane (Landshman et al., 1987 ; 

Fredj-Reygrobellet et al., 1987 ; Rieck et al., 1992). Les FGF seraient également 

impliqués dans la régénération axonale puisque l'addition de FGF exogènes in vivo 

stimule cette régénération (Aebischer et al., 1989; Cordeiro et al., 1989). 

4. La prolifération et la différenciation cellulaires 

Les facteurs de croissance FGF agissent à la fois sur la prolifération et 

la différenciation d'un éventail extrêmement large de cellules d'origine 

mésodermique et neurectodermique (tableau VII). Dans le système nerveux les 

FGF ont un rôle mitogène et/ou différenciateur, neurotrophique et de facteur de 

survie pour les neurones. In vitro, les FGF stimulent la prolifération et/ou la 

différenciation d'oligodendrocytes (Eccleston et Silberberg, 1985), d'astrocytes 

(Pettman et al., 1985), de neuroblastes (Gensburger et al., 1987) et de cellules 

gliales de la rétine (Tcheng et al., 1994). Les FGF sont de véritables agents de 

contrôle du développement neuronal. En effet, l'association de FGF2 à des matrices 

artificielles composées d'héparine ou de chondroïtine sulfate augmente l'adhésion, 

l'agrégation et la poussée de neurites au niveau de neurones mis en culture 

(Schubert et al., 1987; Walicke, 1988 ; Rogelj et al., 1989). Par ailleurs, ces facteurs 

de croissance induisent l'activité choline acétyl-transférase (Unsicker et al., 1987) 

et la synthèse protéique (Knusel et al., 1990). Dans l'étude de l'effet neurotrophique 

des FGF sur les cellules nerveuses, plusieurs auteurs ont rapporté que les FGF, au 

même titre que le NGF, étaient capable de provoquer l'arrêt de la prolifération de 

cellules de phéochromocytome PC12 et d'induire la poussée de neurites à partir de 

ces cellules (Togari et al., 1983, 1985 ; Wagner et D'Amore, 1986 ; Neufeld et al., 

1987 ; Rydel et Greene, 1987). Plusieurs types d'expériences ont permis de mettre 

en évidence l'effet neurotrophique in vivo du FGF sur les cellules nerveuses. Après 

lésion du système nerveux central, l'administration de FGF2 à proximité de la 

lésion permet d'augmenter la survie des neurones cholinergiques (Anderson et al., 

1988 ; Otto et al., 1989) et de limiter la perte d'activité acétylcholine transférase 

(Barotte et al., 1989). 
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Le FGF1 stimule également la différenciation myogénique (Alterio et al., 

1990). L'expression du FGF1 dans la rétine bovine est régulée au cours du 

développement suggérant ainsi que ce facteur peut jouer un rôle au cours des 

étapes tardives de la différenciation de la rétine (Jacquemin et al., 1993). Le FGF2 

quant à lui stimule la différenciation des cellules photoréceptrices de la rétine 

(Hicks et Courtois, 1992). En plus de cet effet différenciateur, les FGF possèdent 

également un effet mitogène sur les cellules nerveuses telles que les astrocytes et 

les oligodendrocytes (Kniss et Burry, 1988 ; Delaunay et al., 1988). Les effets non 

mitogènes des FGF sur ces 2 types cellulaires sont essentiellement de 3 sortes: 

effets chémotactiques, effets morphologiques et effets métaboliques. La balance 

entre l'action mitogène et l'action différenciatrice des FGF serait régulée en 

fonction du temps, de l'environnement cellulaire et de la cible elle-même. 

L'exemple de la différenciation myogénique permet de comprendre combien il est 

parfois difficile de déterminer le rôle exact du FGF dans un phénomène biologique 

tel que la différenciation. Clegg et collaborateurs (1987) ont montré que les FGF1 et 

2 étaient capables de stimuler la prolifération et d'inhiber la différenciation de 

myoblastes. Un an plus tard, Seed et Hauschka (1988) montraient que le FGF 

retarde le déclenchement de la différenciation pour certaines sous-classes de 

myoblastes permettant ainsi leur prolifération, et que ce même facteur induit 

d'autres sous-classes de myoblastes dans la voie de la différenciation. Cependant 

une activité mitogène puissante des FGF a été établie in vitro pour des cellules 

aussi diverses que des cellules satellites (Allen et al., 1984), des kératinocytes, des 

ostéoblastes (Togari et al., 1983) et des neuroblastes (Gensburger et al., 1987). Les 

FGF1 et 2 sont de puissants mitogènes pour la plupart des cellules d'origine 

mésodermique et neurectodermique (tableau VII). En règle générale, un type 

cellulaire donné répond à la fois au FGF1 et au FGF2. Cependant, quelques cellules 

répondent spécifiquement à l'un ou l'autre de ces facteurs. Les kératinocytes 

répondent uniquement au FGF2 alors que la lignée NBT-II d'un carcinome de la 

vessie répond uniquement au FGFl. Les FGF peuvent également jouer le rôle de 

facteur de survie pour différents types cellulaires (Anderson et al., 1988; Renaud et 

al., 1994). 
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5. La transformation et la croissance tumorale 

Le clonage moléculaire des FGFl et 2 démontre l'absence du peptide 

signal nécessaire à la sécrétion de ces protéines vers le milieu extracellulaire (J aye 

et al., 1986 ; Abraham et al., 1986a, b). Reste donc inexpliquée la présence de ces 

facteurs de croissance dans les matrices extracellulaires, les membranes basales et 

les surnageants de culture de cellules productrices. Trois modalités possibles pour 

cette sécrétion sont retenues actuellement. Ces molécules pourraient être libérées 

lorsque l'intégrité de la membrane plasmique est compromise comme dans le cas de 

la lyse cellulaire. La mort cellulaire seule ne peut cependant pas expliquer la 

présence de quantités importantes de FGF dans le milieu extracellulaire. Une 

seconde hypothèse fut avancée à la suite des travaux de Rubartelli et 

collaborateurs (1990) sur l'interleukine IL-L L'IL-l comme les FGF ne possède pas 

de peptide signal et ne peut donc être sécrétée par la voie classique du réticulum 

endoplasmique et de l' appareil de Golgi. Cette cytokine serait sécrétée par 

l'intermédiaire de vésicules qui fusionneraient avec la membrane plasmique 

permettant ainsi la libération de la protéine. Une telle voie est envisagée pour les 

FGFl et FGF2. La 3ème hypothèse fait appel aux observations 

immunohistochimiques du mode de sécrétion de la lectine C2 des cellules 

musculaires de souris (Cooper et Barondes, 1990). Les FGF, comme la lectine C2, 

seraient libérés par un processus de dévagination de la membrane plasmique après 

concentration de la protéine sous un endroit déterminé de la membrane. 

L'hypothèse la plus récente suppose une sécrétion en association avec des protéo­

héparanes sulfates qui permettraient ainsi une protection du facteur contre les 

protéases. 

La transfection de cellules NIH 3T3 par le gène du FGF2 artificiellement 

associé à une séquence peptide signal d'immunoglobuline (FGF-sps) permet la 

transformation de ces fibroblastes (Rogelj et al., 1988). Ces NIH 3T3 transfectés 

exprimant le FGF2 sont hautement transformés in vitro et tumorigènes in 

vivo.dans la souris "nude" Cependant, la présence du facteur n'a pas été détectée 

dans le milieu de culture. Le même type d'expérience conduit par Yayon et 

Klagsbrun en 1990 a confirmé l'absence de sécrétion du facteur chimérique mais a 

révélé aussi une régulation négative des FGF R. Ces deux résultats suggéraient 
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nettement une action autocrine interne du FGF-sps dans les NIH 3T3 transfectés. 

Des expériences analogues ont été effectuées en utilisant la séquence du peptide 

signal de l'hormone de croissance. Dans ce cas, les cellules transfectées présentent 

les caractéristiques de cellules transformées et sont cap ables de sécréter le FGF2 

dans le milieu (Blam et al., 1988). Dans les deux cas, la transfection du gène du 

FGF2 seul ne permet pas la transformation des cellules. Néanmoins, des résultats 

contradictoires ont été rapportés par d'autres équipes. La transfection de 

fibroblastes par de l'ADN complémentaire du FGF2 seul, cloné dans des vecteurs 

d'expression plasmidiques ou rétroviraux, conduit à la transformation des cellules. 

L'injection de ces cellules transfectées dans des souris "nu de" induit la formation de 

tumeurs (Sasada et al., 1988; Neufeld et al., 1988; Quarto et al., 1989). 

De même, la transfection de fibroblastes par le gène du FGF1 aboutit à la 

transformation phénotypique observée pour le FGF2 (Bunnag et al., 1991 ; 

Imamura et al., 1990 ; Jaye et al., 1988). L'addition d'une séquence peptide signal 

au FGFl augmente l'activité transformante et tumorigène des cellules transfectées 

ainsi que leur mobilité et leur potentiel métastasique (Jouanneau et al., 1991 ; 

Forough et al., 1993). D'après cette dernière équipe, le FGF1 (sans peptide signal) 

serait capable d'induire une transformation de moyen ordre par son activité 

intracellulaire alors qu'une transformation complète nécessiterait la présence du 

peptide signal. Jouanneau et collaborateurs (1991) ont réussi, grâce à la 

transfection par le FGF1 couplé ou non à un peptide signal, à transformer des 

cellules épithéliales de carcinome NBT-II en cellules de type fibroblastique mobiles 

et à caractère métastasique. La transformation induit des changements 

morphologiques et une augmentation de la vitesse de prolifération, prolifération qui 

devient indépendante de la densité cellulaire et de l'ancrage. In vitro, les cellules 

transformées sont capables de former des colonies en agar mou; in vivo, ces cellules 

forment des tumeurs dans les souris "nu de". 

Une preuve directe de l'implication du FGF2 dans la transformation a été 

récemment donnée par Souttou et collaborateurs en 1994. Cette équipe a montré 

que les cellules épithéliales mammaires humaines normales immortalisées HBL-

100 sont capables de produire du FGF2. Ce facteur a pu être purifié du milieu de 

culture conditionné par ces cellules et des cellules elles-mêmes. L'utilisation d'un 
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anticorps anti-FGF2 neutralisant dans le milieu de culture (dépourvu de sérum) 

des HBL-100 induit une diminution dose-dépendante de leur prolifération. De plus, 

ces cellules possèdent des récepteurs FGF de haute affinité. L'ensemble de ces 

résultats suggère que le FGF2 serait un facteur autocrine impliqué dans les 

événements précoces de la transformation néoplasique des cellules épithéliales 

mammaires. Becks et collaborateurs (1994) ont observé une augmentation du taux 

de protéines et de l'ARNm du FGF2 et du FGF R durant l'hyperplasie de la 

thyroïde chez le rat. Les changements temporels et spaciaux de la distribution 

cellulaire du FGF2 et du FGF R notés dans cette étude suggèrent que leur 

expression autocrine contribue à l'hyperplasie. En effet, chez les rats témoins 

l'immunohistochimie a permis de localiser le FGF2 dans les membranes basales des 

follicules, alors que dans les thyroïdes hyperplasiques, l'immunoréactivité apparaît 

dans le cytoplasme des cellules épithéliales folliculaires et disparaît de la matrice 

extracellulaire. 

Par ailleurs, le potentiel transformant du FGF2 semble dépendre de la forme 

moléculaire exprimée. Nous rappelons que la traduction alternative de l'ARNm du 

FGF2 utilise 2 codons d'initiation différents (AUG ou CUG). Le codon AUG permet 

la synthèse d'une forme courte de 18 kDa et le codon CUG celle de formes longues 

de 22, 22.5 et 24 kDa. In vitro, la plupart des cellules expriment toutes les formes 

du FGF2. Les FGF2 de hauts poids moléculaires sont localisés préférentiellement 

dans le noyau alors que la forme 18 kDa est généralement cytosolique (Quarto et 

al., 1991 ; Renko et al., 1991 ; Bugler et al., 1991 ; Florkiewicz et al., 1991). D'après 

Couderc et collaborateurs (1991) les 3 formes 18, 22 et 22,5 kDa du FGF2 possèdent 

des potentialités transformantes différentes dans les cellules endothéliales d'aorte 

bovine transfectées. La forme courte n'est pas transformante, les 2 formes longues 

sont immortalisantes. Seule l'expression des 3 formes permet la transformation de 

ces cellules. Dans une étude récente, Bikfalvi et collaborateurs (1995) rapportent, 

grâce à la transfection de NIH 3T3 par les différentes formes du FGF2, que 

l'interaction de la forme 18 kDa avec son récepteur de surface est responsable de 

l'augmentation de la migration cellulaire et de la régulation négative des FGF R à 

la surface des fibroblastes transformés. Les formes 22, 22,5 et 24 kDa sont elles à 

l'origine de la stimulation de la croissance, dans un milieu pauvre en sérum, par 
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l'intermédiaire d'un mécanisme intracellulaire. Cette étude montre que les 

différentes formes du FGF2 possèdent des pouvoirs transformants différents et 

qu'elles pourraient agir selon des voies convergentes mais distinctes. Cependant, 

d'autres résultats postulent qu'il n'existe pas de relation entre l'expression des 

FGF1 et 2 et l'effet transformant/tumorigène car des transfections d'ADNe de FGF 

ne changent pas toujours le phénotype des cellules transfectées (Blam et al., 1989 ; 

Jaye et al., 1988). Ces résultats suggèrent que les FGF1 et 2 n'agissent pas de 

manière autocrine, mais un rôle paracrine pourrait être impliqué dans la 

transformation des cellules voisines. Par ailleurs, d'àutres membres de la famille 

peuvent être impliqués: Zhang et collaborateurs (1994) ont montré que la 

transformation de cellules épithéliales rénales de rat induit une suppression de 

l'expression du FGF1 en faveur de la sécrétion du FGF3 et d'un autre facteur, le 

VEGF ("Vascular Endothelial Growth Factor"). 

Malgré la profusion des études sur la relation entre les FGF et la 

tumorigenèse, le rôle de ces facteurs de croissance dans le développement tumoral 

reste encore mal défini. Les FGF sont trouvés dans des tumeurs d'origine diverse 

(tableau IV). Dans la plupart des tumeurs produisant un FGF, il a été montré une 

stimulation autocrine de la prolifération des cellules tumorales par ce facteur. 

L'utilisation d'anticorps anti-FGF neutralisants induit une diminution importante 

de la prolifération des cellules tumorales (Halaban et al., 1988; Gross et al., 1993 ; 

Morrison et al., 1993 ; Emoto et al., 1994 ; Stan et al., 1995 ; El Yazidi et Boilly­

Marer, 1995). Une autre méthode de mise en évidence du rôle autocrine du FGF 

consiste en l'utilisation d'oligodésoxynucléotides antisens dirigés contre l'ARNm du 

FGF. Cela a permis à Morrison et collaborateurs (1993) d'inhiber de 55% la 

capacité d'une lignée de gliome humain à former des colonies en agar mou. Becker 

et collaborateurs (1989) ont également réussi à inhiber la prolifération cellulaire de 

mélanomes humains et la formation de colonies en agar mou par l'adjonction 

d'oligo-antisens contre le FGF2. Cependant, quelques analyses de tissus normaux 

correspondant à ces tumeurs révèlent l'existence de FGF dans les tissus sains 

également. Pour certains auteurs la différence entre tissus sains et tumoraux 

pourrait résider dans la surproduction de FGF dans les tumeurs. Il reste 

néanmoins difficile d'expliquer la différence entre l'extension maligne des tumeurs 
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et la quiescence des tissus normaux par la seule augmentation du taux de FGF car, 

dans la plupart des rapports établis, l'augmentation est faible. 

En plus du rôle mitogène du FGF2 endogène dans les tumeurs, cette 

différence pourrait être attribuée à la fonction angiogénique du FGF2. En effet, 

dans une étude portant sur un grand nombre de carcinomes hépatiques, Motoo et 

collaborateurs (1993) suggèrent que le FGF2 peut jouer un rôle dans cette 

pathologie en induisant une capillarisation importante. L'administration in situ 

d'anticorps anti-FGF2 dans des tumeurs gliales humaines inhibe nettement la 

néovascularisation ; l'effet angiogène étant ainsi très réduit, les tumeurs restent de 

petite taille (Stan et al., 1995). De façon indirecte, Pesenti et collaborateurs (1992) 

montrent que la suramine, drogue bloquant l'activité du FGF2, supprime la 

néovascularisation et la prolifération tumorale. Le blocage de l'activité du FGF2 

par un anticorps monoclonal neutralisant supprime la croissance de tumeurs 

solides (Hori et al., 1991). Une étude récente (Czubayko et al., 1994a) a permis 

d'élucider le mécanisme par lequel le FGF2 en tant que facteur immobilisé dans la 

MEC peut être solubilisé et activé. Des protéines fixant le FGF2 ("binding 

proteins") seraient responsables de la démobilisation du FGF2 et de son activation 

dans le processus de prolifération et d'angiogenèse tumorales. Ces "binding 

proteins" sont fortement exprimées dans des carcinomes squameux et des 

kératinocytes immortalisés alors qu'elles sont absentes dans les tissus sains. 

Le rôle tumorigène des FGF fait également intervenir leur capacité à induire 

(ou augmenter) la mobilité et l'invasion cellulaires. Des expériences de transfection 

de NIH 3T3 par le FGF2 ou le FGF4 montrent que l'expression induite de ces 

facteurs augmente la mobilité cellulaire et que plus particulièrement le FGF2 

augmente la vitesse de cette mobilité (Taylor et al., 1993). Ces transfections 

provoquent également l'augmentation du potentiel invasif des cellules. Dans l'étude 

d'un cancer pancréatique exprimant un taux important de FGF2, il a été montré 

que l'addition d'un gradient croissant de FGF2 induit chez ces cellules un potentiel 

invasif dose-dépendant (Hasegawa et al., 1994). De plus, l'addition d'un anticorps 

dirigé contre le récepteur du FGF supprime le comportement invasif des cellules 

pancréatiques cancéreuses. Le FGF2 induit la mobilité cellulaire en provoquant le 

plissement de la membrane plasmique (Johnston et al., 1995). Les FGF1 et 2 
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induisent ce plissement dans les cellules épithéliales cancéreuses du sein mais non 

dans leurs homologues normales. Cette étude a permis de mettre en évidence une 

différence entre cellules normales et cancéreuses dans la réponse aux FGF et une 

sélectivité du récepteur impliqué, seul le FGF R4 permet ce processus de 

plissement. 

Nous rappelons brièvement que les FGF sont également impliqués dans 

l'invasion cellulaire via une stimulation de la production d'enzymes protéolytiques 

capables de dégrader la matrice extracellulaire. Les détails relatifs à cette donnée 

ont été analysés dans le chapitre "FGF dans les tumeurs mammaires". Dans la 

lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7, Miyashita et collaborateurs (1994) 

rapportent une stimulation par le FGF2 de la production de la protéine induite par 

les œstrogènes, pS2. Du fait de son homologie de séquence avec l'oligo-1,6-

glucosidase, Tomasetto et collaborateurs (1990) suggèrent que la protéine pS2 

sécrétée par les cellules cancéreuses mammaires pourrait contribuer à la 

dégradation de glycoprotéines matricielles. 

Dans le cancer mammaire, des amplifications de int2 et hst ont été observées 

et mises en cause dans cette pathologie. De plus, il a été montré que les gènes int2, 

hst et plus récemment le FGF8 coopèrent avec le gène wntl dans la tumorigenèse 

induite par insertion du MMTV (Mac Arthur et al., 1995). 

En conclusion, l'ensemble des résultats sur le rôle des FGF dans la 

tumorigenèse montre que ces facteurs seraient impliqués dans cette pathologie par 

leurs effets mitogène, angiogène et invasif. Il existe cependant certains résultats 

qui attestent que ces facteurs de croissance ne sont liés qu'indirectement à la 

cancérisation et qu'ils n'y sont impliqués que pour une faible part. La production de 

FGF ne doit pas être la cause majeure d'induction de tumeur et de croissance 

tumorale puisque ces facteurs sont également trouvés dans des tissus normaux 

d'origines diverses et dans les tissus sains correspondant aux tumeurs productrices. 

Dans une revue parue en 1993, Rizzino soutient cette hypothèse lorsqu'il note les 

similitudes dans les types de facteurs de croissance et de leurs récepteurs produits 

par, d'une part, les jeunes embryons et, d'autre part, les tératocarcinomes de souris. 

De plus, il note d'après de nombreuses données bibliographiques que la 

différenciation de tératocarcinome s'accompagne d'une diminution de la synthèse 
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de facteurs de croissance (FGF4, PDGF-like, TGFa) et d'une augmentation de la 

synthèse d'inhibiteurs de croissance (TGFl3). Par conséquent, un blocage de la 

différenciation pourrait conduire à une croissance tumorale par le maintien de la 

production autocrine de facteurs de croissance. Dans des carcinomes de rein, vessie, 

prostate, colon et sein, Singh et collaborateurs (1995) montrent que les interférons 

a et b produisent une régulation négative du FGF2. Dans le carcinome rénal, ces 

interférons ont un effet antiprolifératif indépendant de l'inhibition de l'expression 

du FGF2. Ces résultats nous incitent à être prudents dans l'établissement de 

corrélations directes entre production de FGF et carcinogenèse. La majorité des 

auteurs qui ont mis en évidence la production de facteurs de croissance par les 

cellules tumorales suggèrent qu'il serait possible de bloquer la croissance tumorale 

en bloquant la synthèse de leurs facteurs autocrines. Pour cette raison, Rizzino 

(revue 1993) indique qu'il serait important de déterminer si la production des 

facteurs autocrines par les tumeurs est effectivement liée à une expression 

aberrante des gènes les spécifiant. Pour répondre à cette question et procurer des 

informations utilisables en clinique, il serait nécessaire d'identifier et de 

caractériser en détailles cellules normales correspondant aux cellules cancéreuses. 

Néanmoins, il existe déjà plusieurs stratégies anti-facteurs de croissance dont 

certaines ont trouvé une application clinique. La suramine est une drogue dont 

l'activité antagoniste du FGF2 et d'autres cytokines a été montré in vitro (Pienta et 

al., 1991 ; Moscatelli et Quarto, 1989). Cette drogue peut agir en complexant le 

FGF et l'empêchant ainsi d'interagir avec son récepteur (Moscatelli et Quarto, 1989 

; Coffey et al., 1987) ou en interagissant directement avec ce dernier. La suramine 

est également antagoniste du PDGF, de l'IGF I et de l'IGF II par un processus 

similaire. Son activité anti-cancéreuse est également mediée par sa capacité à 

inhiber les fonctions mitochondriales, la transduction du signal et les ADN 

polymérases. Sur des lignées cellulaires de carcinome de la prostate, il a été montré 

que l'adjonction de la suramine résulte dans une accumulation d'héparanes sulfates 

qui inhibe leur prolifération (Constantopoulos et al., 1983 ; Rees et al., 1986). Le 

traitement à la suramine induit cette accumulation dans le sang, l'urine et 

plusieurs tissus. Ces héparanes sulfates ont été purifiés récemment et leur effet 

antiprolifératif a été montré in vitro. Il est donc possible de considérer qu'une 
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partie de l'activité thérapeutique de la suramine dans le cancer est due à la 

production de certains types d'héparanes sulfates suppresseurs de tumeurs. Le rôle 

de l'héparine et des héparanes sulfates dans l'activité des facteurs de croissance, et 

en particulier des FGF, est analysé dans le paragraphe suivant. 

En conclusion, les FGF, et en particulier les FGF1 et 2, possèdent des 

activités pléïotropiques recouvrant un large spectre de cellules cibles 

essentiellement d'origine mésodermique et neurectodermique. Cette caractéristique 

de facteurs multifonctionnels capables de promouvoir des fonctions aussi distinctes 

que la prolifération, la différenciation et la migration a été établie aussi bien in 

vivo qu'in vitro. Il est à noter enfin que l'activité biologique du FGF1 peut être 

modulée par l'héparine. 

B. Effet de l'héparine sur l'activité des FGF 

Les FGF présentent la caractéristique commune d'une grande affinité pour 

l'héparine. L'héparine potentialise fortement (3 à 100 fois) l'activité mitogène, 

neurotrophique et angiogène du FGF1 in vitro et in vivo (Thoronton et al., 1983 ; 

Schreiber et al., 1985 ; Lobb et al., 1985, 1986; Uhlrich et al., 1986), ce qui le rend 

aussi actif que le FGF2 (l'héparine n'a aucune influence sur le FGF2, (Gimenez­

Gallego, 1986)). Si le site putatif de liaison à l'héparine des FGF est localisé au 

niveau de la Lys 132 (Harper et Lobb, 1988), le ou les mécanismes impliqués dans 

cette potentialisation sont encore mal compris. 

Cette potentialisation serait le résultat d'une stabilisation du FGF1 et de sa 

présentation aux récepteurs de haute affinité. Cette stabilisation comprendrait une 

protection du facteur contre les dénaturations consécutives à la chaleur ou à 

l'acidité et contre les dégradations protéolytiques induites par la thrombine, la 

plasmine et la trypsine (Gospodarowicz et Cheng, 1986; Rosengart et al., 1988). De 

plus, l'héparine augmente l'affinité du FGF1 pour ses récepteurs (Schreiber et al., 

1985 ; Yayon, 1991). La diminution de l'affinité du FGF1 pour l'héparine par 

mutation de la Lys 132 en sérine conduit à une diminution de l'activité mitogène. 

Cependant, ce FGF1 muté conserve une certaine affinité pour ses récepteurs et 

stimule certaines des étapes précoces de la transduction du signal comme 

l'activation des tyrosine kinases et l'induction des oncogènes c-jun et c-fos (Burgess 

et al., 1990). Cette interaction forte avec l'héparine, ainsi que la modulation de 
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l'activité biologique qui en résulte, pourrait constituer une voie de régulation des 

activités biologiques des FGF. Bien que l'héparine soit rarement présente in vivo, la 

plupart des cellules synthétisent et sécrètent des héparanes sulfates et des 

protéohéparanes sulfates (Marcum et al., 1986 ; Nader et al., 1987 ; Saksela et al., 

1988 ; Gordon et al., 1989). Bien que l'héparine soit sans influence sur l'activité du 

FGF2 (Gimenez-Gallego, 1986) d'une part, deux domaines fonctionnels pour la 

fixation de ce facteur à l'héparine et aux récepteurs ont été identifiés: (24-68)-NH2 
et (106-115)-NH2 (Baird et al., 1988) et d'autre part, un rôle régulateur de la 

mobilisation du FGF2 par l'héparine a été mis en évidence. En effet, le FGF2 

synthétisé par des cellules endothéliales in vitro est trouvé associé avec la matrice 

extracellulaire produite par ces mêmes cellules (Vlodavsky et al., 1987 ; Baird et 

Ling, 1987; Schweigerer et al., 1987b). Le FGF2 ainsi stocké pourrait être libéré de 

cette matrice à l'aide d'enzymes de types héparinase ou héparanase (Vlodavsky et 

al., 1987 ; Baird et al., 1987 ; Bashkin et al., 1989) et deviendrait accessible pour 

son récepteur. Le fait qu'in vivo les FGF soient associés avec les membranes basales 

contenant des glycosaminoglycanes sulfatés de type héparanes sulfates suggère que 

ces composants de la matrice constituent un lieu de stockage et de protection de ces 

facteurs, et que ces facteurs pourraient être libérés par des héparanases ou des 

protéases (Klagsbrun et al., 1986 ; Jeanny et al., 1987 ; Folkman et al., 1988 ; 

Thompson et al., 1988). Cette balance de stockage/libération du FGF serait un 

élément régulateur clé de la fonction du FGF. Plusieurs hypothèses ont été 

proposées pour expliquer le ou les mécanismes de mobilisation des FGF fixés à la 

matrice par la cellule (Vlodavsky et al, 1987; Saksela et al., 1988 ; Moscatelli, 1987 

; Baird et Walicke, 1989). La première hypothèse suppose une augmentation du 

nombre de récepteurs de haute affinité à la surface des cellules cibles qui 

entraînerait un déplacement des FGF liés aux sites matriciels de plus faible affinité 

vers les récepteurs membranaires de plus haute affinité. Une deuxième hypothèse 

préconise une modification du facteur lui-même qui perdrait ainsi son affinité pour 

les sites matriciels. La phosphorylation des facteurs est un phenomène qui peut 

étayer cette hypothèse. Feige et collaborateurs (1989) ont mis en évidence in vitro 

la phosphorylation des FGF1 et 2 par les protéines kinases A et C. Les FGF ainsi 

phosphorylés conservent leur activité mitogène et présentent une affinité accrue 
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pour les récepteurs membranaires. La troisième hypothèse suppose une 

dégradation de la matrice par action de protéases et/ou d'héparinase. Les protéases 

agiraient sur la partie protéique des protéohéparanes sulfates, ce qui permettrait la 

libération des FGF encore liés aux héparanes. Les FGF ainsi liés seraient protégés 

contre d'éventuelles dégradations. Il a été montré en effet que la plasmine libère le 

FGF2 sous une forme complexée aux HSPG ou aux HS (Flaumenhaft et al., 1989). 

Outre le rôle de réservoir de FGF, l'héparine et les HSPG augmentent 

l'affinité du facteur pour son récepteur membranaire. Cette propriété résulte de la 

capacité de l'héparine à modifier la conformation et/ou l'association 

intramoléculaire du FGF de façon à présenter ses sites de fixation aux récepteurs 

de haute affinité. Yayon et ses collaborateurs (1991) ont les premiers montré la 

nécessité d'une telle coopération entre les récepteurs de basse et haute affinité pour 

l'activité du FGF2, mais ce mécanisme d'activation a été depuis mis en évidence 

pour d'autres membres de la famille FGF (Olwin et Rapraeger, 1992 ; Mansukhani 

et al., 1992). Il a été montré récemment que l'héparine, dans certaines conditions, 

est capable de modifier la structure du FGF1 (Pineda-Lucena et al., 1994). De plus, 

il semble que chaque FGF peut nécessiter des structures particulières d'héparanes 

sulfates (Guimond et al., 1993 ; Olwin et Rapraeger, 1992) et que la structure des 

chaînes HS détermine une fonction activatrice ou inhibitrice pour le FGF (Guimond 

et al., 1993). 

Enfin, un rôle de médiateurs d'endocytose du FGF2 est attribué aux HSPG. 

Ces HSPG auraient une fonction de transporteur du FGF du milieu extracellulaire 

vers le cytoplasme (Gannoun-Zaki et al., 1991 ; Roghani et Moscatelli, 1992 ; 

Rustani et al., 1993). Cependant, dans les cellules epithéliales de cristallin de 

boeuf, il a été montré que seuls les récepteurs de haute affinité contribuent 

spécifiquement et directement à l'internalisation du FGF1 (Mascarelli et al., 1993). 

Selon Gleizes et collaborateurs (1995), l'internalisation du FGF2 fixé aux 

héparanes sulfates protéoglycanes se ferait selon plusieurs voies. Le FGF2 est 

internalisé par un mécanisme d'endocytose clathrine-indépendant, par pinocytose 

ou par phagocytose. Après l'endocytose, le FGF2 est dégradé dans les lysosomes 

(Gleizes et al., 1995) comme d'autres protéines internalisées via les héparanes 

sulfates protéoglycanes (thrombospondine et lipoprotéine lipase). 
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1. MATÉRIEL 

A. Cellules épithéliales mammaires 

1. Lignées cellulaires de cancer du sein 

MDA-MB-231: lignée cellulaire établie à partir d'une effusion pleurale 

d'adénocarcinome de sein par Cailleau et collaborateurs (1974). Cette lignée se 

caractérise par une morphologie de cellules épithéliales, un nombre de 

chromosomes hypotriploïdes (68 en moyenne) et une absence de récepteurs aux 

œstrogènes. Les cellules MDA-MB-231 sont métastasiques et tumorigènes dans les 

souris BALB/c immunodéprimées (souris "nude"). 

MCF-7: lignée épithéliale mammaire isolée d'une effusion pleurale par 

Soule et collaborateurs (1973). Cette lignée a conservé quelques caractéristiques 

d'épithélium mammaire différencié telles que la réponse à l'œstradiol via des 

récepteurs aux œstrogènes et sa capacité à former des dômes. Le nombre de 

chromosomes varie entre des formules hypertriploïdes et des formules 

hypotétraploïdes. 

BT-20: lignée épithéliale établie à partir d'un carcinome de sein isolé et 

mis en culture in vitro par Lasfargues et Ozzello en 1958. Les cellules BT-20 sont 

hyperdiploïdes (nombre modal de chromosomes = 50), hormona-indépendantes et 

capables d'induire des tumeurs dans la souris nude. 

2. Lignée cellulaire transformée 

HBL-100: cellules épithéliales mammaires humaines immortalisées par 

intégration du génome du virus SV40, isolées par Gaffney et ses collaborateurs à 

partir de lait de femme. Malgré l'absence de lésion mammaire et d'antécédents de 

cancer du sein, les HBL-100 possèdent un caryotype anormal. Cette lignée est 

capable de répondre à la prolactine et aux œstrogènes par une surproduction de 

caséine. Le récepteur des oestrogènes n'a cependant pas été détecté. Les cellules 

HBL-100 ne sont pas tumorigènes dans la souris "nude" mais sont capables de 

former des colonies en agar mou (Caron de Fromentel et al., 1985). La lignée HBL-

100 nous a été généreusement offerte par le Pr. M. Crépin (Paris). 
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3. Cellules mammaires normales 

CEMN: les cellules épithéliales mammaires normales ont été isolées 

après réduction mammoplastique de femmes saines. Le caractère épithélial a été 

vérifié du point de vue morphologique et en fonction de la présence des kératines 

C14 et C19 détectées par des anticorps spécifiques. La technique d'isolement et de 

culture des cellules épithéliales mammaires normales a été apportée au laboratoire 

de biologie du développement (Villeneuve d'Ascq) par le Dr. X. Dong-Le Bourhis 

que je remercie pour ses dons de CEMN. 

4. Lignées cellulaires utilisées pour les tests d'activité FGF 

CCL-39: lignée de cellules fibroblastiques isolées de poumon de hamster 

chinois et dont la prolifération est nettement augmentée par le FGF2. 

PC-12: cellules de phéochromocytome de rat (tumeur médullo-adrénale) 

sensibles à de faibles doses de FGF2 (de l'ordre de 5 ng/ml). En présence de FGF2, 

les PC-12 normalement rondes s'étalent sur la boîte de culture et développent des 

neurites, ce qui leur confère une morphologie de cellule en forme de neurones. 

B. Anticorps 

1. Immunodétection: 

L'anticorps polyclonal dirigé contre le FGF1 recombinant humain nous a 

été généreusement offert par le Dr. Y. Courtois (Paris). Cet anticorps a été produit 

chez le lapin et sa spécificité a été décrite par Oliver et collaborateurs (1992). 

Le second anticorps anti-FGF1 recombinant humain nous a été offert par 

le Dr. Y. Cao (Stockholm, Suède). 

Les anticorps polyclonaux dirigés contre le FGF2 recombinant humain 

proviennent du laboratoire du Dr Y. Courtois et de la société Farmitalia (Carlo 

Erba, Milan, Italie). L'anticorps polyclonal dirigé contre la séquence peptidique 1-

24 du FGF2 provient de Sigma Chemical Co. 

2. Immunoneutralisation de l'activité FGF 

DG2: anticorps monoclonal neutralisant dirigé contre le FGF2 

recombinant humain offert par le Dr T. Reilly (du Pont de Nemours, Wilmington, 

Delaware). 
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en PCR (P) et en hybridation (H). B: Taille des fragments ADNe amplifiés par PCR. 
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47a: anticorps monoclonal (IgM) neutralisant dirigé contre le FGF1 bovin 

purifié (Myoken et al., 1993), offert par le Dr. J. D. Sato (Lake Placid, NY, USA). 

3D12: anticorps monoclonal neutralisant dirigé contre le FGF1 provient 

du laboratoire du Dr. I.A. Hendry (Canberra, Australie). 

C. Séquences oligonucléotidiques utilisées pour l'amplification par 

PCR 

Pour une meilleure compréhension des tableaux dans lesquels seront 

rapportés la spécificité, la séquence et la localisation des oligonucléotides utilisés, il 

nous paraît utile de dresser un schéma des ARNm du FGF1 humain étudiés dans 

cette thèse (Fig. 6). 

La séquence codante des ARNm du FGF1 humain est constituée de 3 exons 

séparés par 2 introns (12 et I3) en position 170 et 273. Des épissages alternatifs en 

amont de l'AUG peuvent donner lieu à 4 ARNm contenant l'un des 4 exons non 

codants, EA, EB, EC ou ED. La taille de ces exons serait de 320, 440, 90 et 40 

paires de bases respectivement. La flèche Rev COD correspond à l'orientation sens 

de l'oligonucléotide utilisé pour l'amplification de tous les ARNm du FGF1 (For 

COD correspond à l'oligo-antisens). Pour les exons non codants, EAP indique par 

exemple l'orientation sens de l'oligonucléotide utilisé pour l'amplification de 

l'ARNm contenant l'exon A alternativement épissé à l'exon 1 de la région codante 

du FGFL Pour toutes les amplifications PCR des exons non codants, un seul oligo­

antisens EIP a été utilisé. 

Les spécificités, les noms des oligonucléotides sens et antisens utilisés en 

PCR et la taille de fragments amplifiés sont rapportés dans le tableau VIII. 

Les noms, les séquences, la position et l'orientation des oligonucléotides 

utilisés pour l'amplification PCR sont rapportés dans le tableau IX. 

D. Sondes oligo- et polynucléotidiques 

1. "Northern-blot" 

- ADN complémentaire (ADNe) de 250 paires de bases dirigé contre la 

séquence codante 1-41 du FGF1 purifié à partir du cerveau de boeuf (Abraham et 

al., 1986a). Ce fragment est introduit dans le plasmide pSP 65 par Eco RI et Bam 

HI afin de permettre son amplification dans un système bactérien. 



Tableau VIII. Noms, spécificités des oligonucléotides et taille des fragments 
ADNe amplifiés. 

Spécificité Amorces Fragment 
oligonucléotidiques amplifié (pb) 

FGF1COD COD Rev 1 COD For 135 

FGF1El.A E1P/EAP 372 

FGF1El.B E1P/EBP 319 

FGF1El.C E1P /ECP 256 

FGF1El.D E1P /EDP 213 

FGF2 BB Rev 1 BB For 175 

NR NR Rev 1 NR for 75 
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Tableau IX. Séquence et localisation des amorces oligonucléotidiques utilisées 
enPCR. 

Spécifi- Amorce Séquence (5'--. 3') Position* Orien-
cité tation 

FGF1 COD For AAGCCCGTCGGTGTCCATGG 261 à 242 antisens 

CODRev GATGGCACAGTGGATGGGAC 127 à 146 sens 

E1P GTCCCATCCACTGTGCCATC 146 à 127 antisens 

EAP ATCCCACAGCCTTCGCTCCA -226 à -207 sens 

EBP CACTCAGAGCTGCAGTAGCCT -173à-153 sens 

ECP ATTCCTTAGTGAGTGAGTTCAC -110 à -89 sens 

EDP TGGCAGCAGCACAATGTTTGGGCTA -67 à -43 sens 

FGF2 BBFor CCCAGTTCGTTTCAGTGCCACC 393 à 372 antisens 

BBRev CTATCAAAGGAGTGTGTGCAAACC 219 à 241 sens 

NR NRFor GCTGGATCCATTGCAAATTTCC 284 à 264 antisens 

NRRev AGGAGCTGATGTGTTGCCCGG 207 à 227 sens 

*Les positions sont numérotées par rapport au codon d'initiation de la traduction ATG. 
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- ADNe de 1,4 kb dirigé contre la séquence complète du FGF2 bovin 

(Abraham et al., 1986a). Ce fragment est introduit dans le plasmide pSP 65 à l'aide 

d'Eco RI en vue de son amplification bactérienne. 

2. "Southern-blot" 

Les fragments amplifiés correspondant à la région codante du FGF1 et de 

la nitrate réductase (NR) sont détectés par des sondes oligonucléotidiques 

spécifiques dont les noms, les séquences, les positions et les orientations sont 

donnés dans le tableau X. 

L'ensemble des oligonucléotides utilisés en PCR et en hybridation après 

Southern-blot proviennent de Oligo-Express (France). 

Tableau X. Séquence, position et orientation des sondes nucléotidiques utilisées 
pour l'hybridation "Southern-blot". 

Spécificité Sonde Séquence (5'_. 3') Position* Orientation 

FGF1COD ADNe 

FGF1 ELA EAH AATCAGGGCATCGCCTCCTTT -202 à -182 sens 

El.B EBH CTACTCTGAGAAGAAGACACC -133 à -113 sens 

El.C ECH CACTTCTGCAGGGAAGCCAGC -68 à -48 sens 

El.D E1H ATGGCTGAAGGGGAAATCACC 1 à 21 sens 

FGF2 F-bF TGGAGTATTTCCGTGACCG 364 à 346 antisens 

NR ADNe 

*Les positions sont numérotées par rapport au codant d'initiation de la traduction ATG. 

E. Produits de culture 

-Les produits utilisés en cultures et leur provenance sont rapportés dans le 

table auXI. 

-L'insuline provient d'Organon, Sérifontaine, France. 

-Le FGF2 provient de Amgen, Thousand Oaks, CA, USA. 



Tableau XI. Produits de cultures cellulaires et provenances. 

Sigma Chernical-Co 
France 

Collagénase type XI 

Hyaluronidase 

Cortisol 

Toxine Cholérique 

Milieu DME 1 Ham F12 

Sérum de veau chélaté 
en Ca++ 

Sérum albumine bovine 
(SAB) fraction V 

Fibronectine 

Transferrine 

Holotransferrine 
humaine 

1 7f3- oestradiol 

Tamoxifène 

FGF1 standard 

EGF 

Euro bio 
Les illlis- France 

Milieu DMEM 

Bicarbonate de Sodium 

Hep es 

a.a. non essentiels 

L-glu tamine 

Pénicilline 1 
Streptomycine 

Trypsine (0,05%)­
EDTA (0,025%) 

F. Produits de RT-PCR 

1. Rétrotranscription 

Gibco /BRL 
Eragny - France 

MilieuMEM 

Milieu MEM sans 
rouge de phenol 

Sérum de veau foetal 

Sérum de cheval 
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Le tampon de rétrotranscription et la transcriptase reverse MMLV 

("Moloney murine Leukemia-virus reverse transcriptase") 300 U proviennent de 

Gibco/BRL. Les héxanucléotides et les désoxyribonucléotides triphosphates (d NTP 

à 100 mM) proviennent de Boehringer. La sérum albumine bovine (SAB) et la 

RNAsine proviennent de Promega et les transcrits de la nitrate réductase ont été 

produits dans le laboratoire INSERM, U 118 dirigé par le Dr. Y. Courtois. 

2. Amplification PCR 

Le tampon d'amplification 10x et la Taq polymérase 1 U proviennent 

d'Euro bio. 
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Il. METHODES 

A. Extraction des HBGF 

1. Culture cellulaire 

Dans le but d'extraire les protéines affines pour l'héparine à partir du 

milieu de culture ou des cellules elles-mêmes, les cellules cancéreuses, les cellules 

transformées et les cellules normales ont été cultivées dans des boîtes de culture 

75 cm2 (Falcon, Becton Dickinson Co, Oxnard, CA, USA) selon les techniques 

décrites ci-dessous. 

a. Culture primaire 

Les cellules épithéliales mammaires normales humaines sont obtenues à 

partir de réductions mammaires et préparées selon la technique décrite par Soule 

et Mc Grath (1986). Une fois dégraissé, l'échantillon mammaire est dilacéré en fins 

morceaux à l'aide de ciseaux stériles dans du sérum de veau fœtal (SVF). Les 

morceaux sont ensuite mis à digérer, en agitation à 37°C, avec de la collagénase 

type XI (450 à 500 UI/ml) et de la hyaluronidase (150 UI/ml) pendant 4 à 5 h en 

milieu dépourvu de sérum, les organoïdes résultant de cette digestion sont séparés 

par centrifugation sur gradient de densité au ficoll (10 ml/tube 50 ml) (1000 g, 

30 min). Les organoïdes rassemblés dans l'interface sont récupérés et rincés deux 

fois par du milieu sans sérum, une centrifugation (1000 g, 15 min) permet de 

récupérer le culot après chaque lavage. Le culot est repris dans le milieu de base 

(milieu "pré-B1" constitué de DME/HAM F12 (vol/vol), Hepes 10 mM, NaOH 

20 mM, bicarbonate de sodium 0,22%, glutamine 2 mM, pénicilline-streptomycine 

(100 UI/ml, 100 Jlg/ml), gentamycine 4 Jlg/ml, fongizone 0.25 ng/ml) puis centrifugé 

rapidement à 200 g. Le surnageant contenant les fibroblastes est éliminé et le culot 

contenant les organoïdes épithéliaux est repris dans un milieu de culture riche 

(milieu "B1") constitué par du milieu "pré-B1" auquel sont ajoutés: 10 Jlg/ml 

d'insuline, 2 ng/ml d'EGF, 100 ng/ml de toxine cholérique, 5.1o-6 M de cortisol, 10% 

de SVF, 5% de sérum de cheval 1,05 mM de CaCl2. La haute teneur en Ca2+ 

permet une bonne adhérence des organoïdes au plastique des boîtes de culture . 

. A.près 7 à 10 jours (37°C, 5% de C02/95% d'air), les cellules épithéliales essaiment 

à partir des organoïdes et se dispersent sur le fond de la boîte de culture. A 

confluence les cellules sont mises en présence d'un milieu de faible teneur en Ca2+. 
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Ce milieu est constitué du milieu "B1" contenant non pas 1, 05 mM de CaC12 mais 

40 mM seulement et le SVF normal est remplacé par du SVF chélaté en ca2+ sur 

Chelex 100 (Sigma). La faible teneur en Ca2+ facilite la division cellulaire et 

permet aux cellules de rester en suspension dans le milieu de culture. Les cellules 

en suspension sont centrifugées puis réparties dans de nouvelles boîtes de culture 

en présence de milieu riche. Les cellules sont incubées en atmosphère humide à 

37°C, 5% de C02/95% d'air dans un incubateur Heraeus. 

b. Culture des lignées cellulaires 

Les cellules cancéreuses MDA-MB-231, MCF-7, BT-20 et les cellules 

immortalisées HBL-100 sont cultivées (en boîte 75 ou 175 cm2) dans du milieu 

complet composé de MEM contenant 10% de SVF, 1% d'acides aminés non 

essentiels, 2 mM de glutamine, 5 Jlg/ml d'insuline et des antibiotiques (pénicilline 

40 UI/ml et streptomycine 40 Jlg/ml). L'addition de 20 mM d'Hepes et de 0,22% de 

bicarbonate de sodium permet d'ajuster le milieu à pH 7. Les cellules tumorales 

sont incubées également à 37°C en atmosphère humide (5% de C02/ 95% d'air). A 

confluence, les cellules sont dissociées en présence de trypsine avant d'être 

réparties dans de nouvelles boîtes. Plus précisément, les cellules sont d'abord 

rincées avec du milieu de sevrage pour éliminer les traces de sérum, puis incubées 

quelques minutes en présence de 1 à 2 ml de trypsine. Lorsque les cellules sont 

détachées du plastique, la digestion par la trypsine est arrêtée en présence de 

milieu complémenté en 10% SVF et les cellules sont dispersées à l'aide d'une 

pipette Pasteur stérile. Les cellules sont ensuite réensemencées au 1110 de la 

confluence dans de nouvelles boîtes de culture en présence de 12 ml de milieu pour 

une boîte 75 cm2. En sevrage, les cellules sont incubées dans un milieu MEM 

auquel sont ajoutés 30 11g/ml de transferrine, 2 Jlg/ml de fibronectine et les mêmes 

quantités d'acides aminés non essentiels, de glutamine et d'antibiotiques que pour 

le milieu complet. 

c. Cultures pour l'étude des régulations par le sérum et l'œstradiol 

• Régulation par le sérum de veau fœtal 

Lorsque les cellules normales, les HBL-100 et les lignées tumorales, 

ensemencées à faible densité, atteignent environ 50% de la confluence, le milieu 

complet est éliminé et les cellules sont rincées 2 fois par du milieu de sevrage. 
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Après 24 h de sevrage, les cellules sont divisées en 2 lots, une moitié qui sera 

maintenue en milieu de sevrage renouvelé et une moitié qui sera remise en milieu 

complet 10% de SVF. Après 24 h, le milieu de sevrage conditionné par les cellules 

est collecté puis congelé à -20°C en présence de 1 mM de PMSF 

(phénylméthylsulfonyl fluoride) (Sigma). Les cellules sont récoltées pour 

l'extraction des protéines et la préparation des ARN messagers. 

• Régulation par le 1 7f3-œstradiol 

Les cellules à 50% environ de la confluence sont rincées 2 fois avec du 

PBS (voir annexe technique) et leur milieu de culture complet est remplacé par du 

milieu MEM sans rouge de phénol pour 48 h afin d'éliminer les œstrogènes 

endogènes. Le milieu sans rouge de phénol est suppléé en 2 mg/ml de sérum 

albumine bovine fraction V, 10 J..Lg/ml d'holotransferrine humaine, 5 J..Lg/ml 

d'insuline, 2 mM de glutamine, 2 mM d'acides aminés non essentiels et des 

antibiotiques (pénicilline, streptomycine). Après les 48 h, un tiers des cellules est 

incubé en présence de 10·8 M de 17f3-œstradiol (Sigma) dans le milieu décrit ci­

dessus. Un autre tiers est mis en présence simultanément de 10·8 M de 17f3-

œstradiol et de 10·6 M de Tamoxifène (Sigma) (le Tamoxifène est un analogue des 

œstrogènes utilisé en chimiothérapie des cancers du sein hormona-dépendants, 

cette molécule entre en compétition avec l'œstrogène pour la fixation à son 

récepteur). Le dernier tiers représente l'expérience témoin qui a consisté à incuber 

les cellules dans le milieu sans rouge de phénol seul auquel sont ajoutées les 

mêmes quantités d'eau et d'éthanol absolu qui ont servi respectivement à 

dissoudre le 17f3-œstradiol et le Tamoxifène. Après 24 h, les 3 types de milieux 

conditionnés sont récoltés et immédiatement congelés à -20°C. Les cellules sont 

récoltées par type d'expérience pour en extraire les protéines et les ARNm. Pour 

l'étude des régulations par le SVF et le 17f3-œstradiol, les conditions d'incubation 

restent les mêmes que pour les cultures d'amplification des cellules, à savoir 37°C, 

5% de C02/95% d'air dans un incubateur à atmosphère humide. 

2. Extraction des protéines cellulaires 

La méthode d'extraction des protéines diffère suivant la quantité de cellules 

traitées. 
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a. Extraction à partir de quantités importantes de cellules et de milieu 

conditionné 

Cette méthode a été utilisée pour l'extraction de quantités importantes 

de cellules MDA-MB-231 cultivées en sevrage (20 boîtes de culture de 75 cm2) et de 

quantités plus réduites des autres cellules épithéliales mammaires (5 boîtes de 

culture). Pour les études de régulations de la production de FGF par le sérum ou les 

oestrogènes, d'importantes quantités de protéines devaient être également 

obtenues afin de permettre une quantification des FGF au-dessus des limites de 

détection. Deux boîtes de Pétri (pour culture cellulaire, 145 mm de diamètre) 

contenant à subcon:fluence environ 22.106 cellules sont utilisées par type 

d'expérience. Dans tous ces cas, les tapis cellulaires sont rincés par du tampon PBS, 

pH 7,5. Les cellules sont ensuite incubées en présence de 50 J.lg/ml d'héparine 

(15 min à 37°C) afin de décrocher les protéines FGF de leurs sites de fixation 

membranaires. Puis les cellules sont décollées mécaniquement du plastique 

(grattoir pour cellules) et reprises dans des proportions de vol 1:4 de tampon 

Tris/HCl, pH 7,5 contenant 1,5 M de NaCl et des inhibiteurs de protéases (1 mM 

PMSF, 1 mg/mlleupeptine, 1 mg/ml pepstatine et 1 mM d'EDTA ("ethylenediamine 

tetra-acetic acid"). Les cellules sont lysées par 3 cycles de congélation (-70°C, 1 h)­

décongélation (37°C, quelques minutes). L'extrait cellulaire est ensuite 

homogénéisé par "sonication" pendant 10 min à 4°C. L'homogénat est centrifugé 1 h 

à 25000 g (1500 tours, JA20, Beckman) et le surnageant dilué 10 fois avec du 

tampon Tris/HCl 10 mM, pH 7,5 afin d'abaisser la concentration en Na Cl de 

l'homogénat de 1,5 M à 0,15 M. La concentration en protéines totales est 

déterminée par la méthode BioRad (Richmond, CA, USA) selon la méthode 

Bradford (1976) avec la sérum albumine bovine comme standard. 

b. Extraction à partir de quantités réduites de cellules 

Cette technique a été utilisée pour optimiser l'extraction de FGF à partir 

des diverses cellules épithéliales mammaires cultivées en présence de sérum. 

Après élimination du milieu conditionné, les cellules sont lavées 2 fois par du 

PBS puis lysées en présence de 1 à 2 ml de tampon de lyse (PBS, pH 7,5 contenant 

NaCl2 M, 0,1% de Triton X100 et des antiprotéases: 1 mg/ml de PMSF, 1 J.lg/ml de 

leupeptine et 1 J.lg/ml de pepstatine). Les cellules sont incubées 5 min à 4°C, 
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récupérées à l'aide d'un grattoir de cellules et sont enfin broyées dans un appareil 

de Potter. La concentration en protéines totales du lysat cellulaire est déterminée 

par utilisation du kit de quantification BCA (Pierce) selon les recommandations du 

fabricant. Les lysats cellulaires sont dilués dans du PBS afin d'abaisser la 

concentration en NaCl de 2 M à 0,6 M. Pour cette extraction de protéines, dans le 

but d'analyser la production des FGF par les différentes lignées cellulaires et les 

CEMN dans les conditions normales de culture, une seule boîte de 75 cm2 

subcon:fluente (environ 4.106 cellules) a été utilisée par type de cellules. 

3. Purification par chromatographie d'affinité sur héparine-Sepharose 

Le milieu conditionné ou le surnageant de l'homogénat cellulaire est déposé 

à 4°C sur une colonne d'héparine-sepharose pré-équilibrée par du tampon Tris/HCl 

10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,5. Les protéines affines pour l'héparine sont éluées à 

4°C par des concentrations croissantes de NaCl (0,5, 1,15, 2 et 3 M) dans un 

tampon phosphate, pH 7,5. Le débit de la charge des échantillons et de leur élution 

est fixé à 15 mllh. 

Après extraction de quantités réduites de cellules, 600 J..Lg de protéines totales 

(dans du PBS à 0,6 M de NaCl, pH 7,5) sont incubées en présence de 100 )ll 

d'héparine-Sepharose (Pharmacia) préalablement équilibrée par du PBS, NaCl 

0,6 M. Après une nuit sous agitation à 4°C, l'héparine-Sepharose est lavée 2 fois 

par du PBS, NaCl 0,6 M, pH 7,5. Les protéines fixées à l'héparine sont éluées par 

100 )ll de tampon de Laemmli 2x contenant 5% de b-mercaptoéthanol (1 nuit à 

température ambiante). 

B. Détection des FGFI et FGF2 

1. Test ELISA 

Des aliquots des éluats de la chromatographie sur héparine-Sepharose sont 

soumis à une immunodétection de type ELISA ("enzymatic ligand immunosorbant 

assay") sur plaque de microtitration souple 96 puits (Falcon). Cent microlitres 

d'éluat (ou de milieu conditionné de MDA-MB-231) sont déposés par puits pendant 

une nuit à 4°C. Puis l'éluat ou le surnageant de culture est aspiré à la pompe à vide 

et chaque puits est saturé avec 200 )ll de PBS contenant 2% de SAB pendant 2 h à 

température ambiante. Les puits sont lavés 4 fois avec du PBS, 0,1% SAB, 0,05% 
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Tween 20. Les protéines adsorbées dans les puits sont incubées 4 h à température 

ambiante en présence des anticorps primaires (anti-FGF1 ou anti-FGF2, dons du 

Dr. Y. Courtois ou anti-FGF2 Farmitalia ou anti-FGF2-DG2, don du Dr. Reilly). 

Après 3 lavages avec le même tampon, l'incubation avec le second anticorps 

biotinylé (Sigma) (dilué au 117000) est réalisée pendant 1 nuit à 4°C. Après rinçage, 

un complexe streptavidine-peroxydase dilué au 1170 dans du PBS/SAB/Tween est 

ajouté pendant 1 h à t 0 ambiante. Après 5 lavages, la révélation est réalisée en 

présence d'OPD (orthophényldiamine) (9 mg) dans un tampon citrate, pH 5,5 (25 

ml) contenant du peroxyde d'hydrogène (H202)à 30% (16 ml). La révélation à 37°C 

pendant 20 à 30 min est enfin arrêtée par addition de 100 ml d'HCl 1 N. Dans le 

test témoin, l'anticorps primaire est remplacé par du sérum pré-immun de lapin 

(dans le cas où l'anticorps primaire est polyclonal) ou par du surnageant de culture 

de myélomes BALB/c (pour l'anticorps monoclonal). La densité optique du contenu 

des puits est appréciée au lecteur de plaques (l\'IR 700 Dynatech) à 490 nm. 

2. Immunocytochimie 

Dans cette étude, nous avons utilisé deux types d'anticorps secondaires, soit 

un anticorps marqué à la fluorescéine, soit à la peroxydase. 

a. Marquage par la fluorescéine (FITC) 

Les cellules MDA-MB-231 sont d'abord cultivées sur lamelles dans du 

milieu complet (10% SVF) pendant 24 h avant d'être sevrées pendant 24 h. Les 

cellules sont lavées avec du PBS avant d'être fixées (2 h à 4°C) dans un mélange de 

méthanol 6 V /chloroforme 3 V /acide acétique 1 V. Les cellules sont réhydratées 

puis rincées dans du PBS avant d'être saturées dans un mélange PBS, SAB 0,1% 

pendant 30 min. La solution de saturation est éliminée puis les cellules sont 

incubées en présence de l'anticorps primaire (anti-FGF1 ou anti-FGF2 polyclonaux 

dilués au 11100) pendant une nuit à 4°C en atmosphère humide. Avant l'addition 

du second anticorps couplé au FITC (Sigma), on procède à 3 lavages de 5 min dans 

du PBS et à une coloration de 5 min au bleu Evans 0,5% (dilué au 1/10000 dans du 

PBS, Sigma) puis à un rinçage rapide au PBS. Le second anticorps dilué au 1180 est 

incubé 30 min en atmosphère humide à température ambiante et à l'obscurité puis 

les cellules sont lavées 3 fois 5 min au PBS avant le montage. Les témoins sont 

réalisés par incubation des cellules avec du sérum pré-immun de lapin ou en 
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omettant le premier anticorps. Après montage dans la glycérine, les cellules sont 

observées au microscope en fluorescence (Olympus BH 2) et les clichés réalisés sur 

film T-max 400 (Kodak Ektachrome). 

b. Marquage à la peroxydase 

Les cellules cultivées sur lamelles sont sevrées pendant 24 h après un 

jour de culture en milieu complet. Les cellules sont rincées par du PBS puis fixées 

(10 min) dans une solution PBS à 4% de paraformaldéhyde. Les cellules sont lavées 

par du PBS puis incubées (20 min) dans une solution de PBS, 3% H202 (30%), 

1,5% de sérum de chèvre afin d'inhiber les peroxydases endogènes et de diminuer le 

marquage aspécifique. Après rinçage au PBS, les cellules sont ,incubées (1 nuit à 

4°C) avec l'anti-FGF1 ou l'anti-FGF2 dilué au 11100 dans du PBS, 0,5% SAB, 0,5% 

Tween 20. Les témoins sont réalisés en remplaçant l'anticorps primaire par du 

sérum pré-immun de lapin à la même dilution. Après 3 lavages au PBS, les cellules 

sont incubées (90 min à température ambiante) avec l'anticorps secondaire: anti­

IgG de lapin biotinylé (Sigma) dilué au 1/15 dans le tampon PBS, SAB, Tween 20. 

Les cellules sont ensuite lavées 3 fois par du PBS puis incubées avec le complexe 

streptavidine-peroxydase (Sigma) dilué au 1115 dans du PBS, 0,5% Tween 20 

(90 min à t 0 ambiante). Après 3 lavages avec du PBS, l'immunoréactivité des 

cellules est révélée par incubation des cellules (10 à 15 min) dans une solution 5% 

AEC (Sigma), 1% H202 dans un tampon acétate 0,05 M, pH 5. Les cellules sont 

rincées avec de l'eau courante puis colorées quelques secondes à l'hématoxyline 

avant d'être montées au glycergel et photographiées au microscope. 

3. "Western-blot" 

Dans l'étude préalable sur les cellules MDA-MB-231 seules, les fractions 

NaCl 1,15 Met 2 M éluées de la colonne d'héparine-Sepharose ont été concentrées 

environ 500 fois sur membrane 1M Micro-Pro Dicon (limite d'exclusion Mr de 

10000, Spectrum, Los Angeles, CA, USA) contre du tampon phosphate 50 mM, 

pH 7,5 contenant 0,5 M de NaCl. La quantité de protéines est ensuite déterminée 

par la technique du réactif BioRad. Les échantillons concentrés sont bouillis 5 min 

dans du tampon de Laemmli. Un aliquot de chaque échantillon concentré (environ 

20 ng de protéine/puits) est déposé sur un gel de polyacrylamide à 15% contenant 

du SDS. Les protéines sont séparées, selon la technique décrite par Laemmli, dans 
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un système d'électrophorèse OSI. La migration a lieu à 199 V/27 mA pendant 

90 min. Comme témoins positifs, du FGF1 et du FGF2 recombinants humains sont 

soumis simultanément à l'électrophorèse et les poids moléculaires sont déterminés 

par rapport à des témoins de masse standards (BioRad). Après la migration, le gel 

d'acrylamide est équilibré quelques minutes dans le tampon de transfert, puis les 

protéines sont électrotransférées sur une membrane PVDF (Immobilon P, 

Millipore). Après un transfert de 3 h (80 V/243 mA), la partie de la membrane de 

transfert contenant les témoins de poids moléculaires est découpée puis colorée 

rapidement par une solution de bleu de Coomassie afin de les repérer. La 

membrane PVDF est dans un premier temps lavée 3x15 min dans du PBS, 0,05% 

Tween 20 puis saturée une nuit à 4°C dans une solution de PBS, 2% SAB, 0,05% 

Tween 20. Après 3 lavages au PBS, la membrane est incubée 5 h sous agitation à 

température ambiante avec l'anticorps primaire (anti-FGF1 ou anti-FGF2 

polyclonal dirigé contre le FGF1 ou FGF2 recombinant humain, offerts par le Dr. Y. 

Courtois), dilué au 11500 dans du PBS, Tween à 1% SAB. Après 3 lavages par du 

PBS Tween, la membrane est incubée une nuit à 4°C avec un anticorps secondaire 

(Sigma) dirigé contre le sérum de lapin et conjugué à la biotine (dilution 117000, 

Sigma). Après 2 lavages de 10 min au PBS Tween, le complexe antigène-anticorps 

est mis en présence du système d'amplification streptavidine-peroxydase (Sigma) 

dilué au 1170 dans du PBS (1 h à t 0 ambiante) puis révélé par une coloration au 

chloronaphtol. Dans l'étude de l'expression des protéines FGF1 et FGF2 dans les 

cellules mammaires normales et cancéreuses cultivées en présence de 10% de 

sérum, les conditions de "Western-blot" ont été modifiées afin d'optimiser la 

détection de faibles quantités de FGF (les éluats d'héparine-sépharose n'ont pas été 

concentrés). Après ébullition (5 min) 10 mg de protéines affines pour l'héparine 

sont déposés par puits d'un gel de polyacrylamide à 18% (SDS-PAGE). Après une 

électrophorèse de 45 min à 200 V, les protéines sont soumises à un électrotransfert 

(45 min à 50 mA) sur une membrane de nitrocellulose (Optitran BA-S 83, 

Schleicher et Schuell). L'électrotransfert est réalisé dans un appareil Bio-Rad. La 

membrane de transfert est ensuite saturée (1 nuit sous agitation à 4°C) dans du 

PBS, 0,2% Tween 20, 5% de lait (écrémé en poudre). La membrane est incubée (1 h 

à 37°C) avec l'anticorps primaire anti-FGF1 polyclonal dilué au 115000 dans du 

PBS, pH 7,4 contenant 0,2% de Tween 20 et 1% de lait. Après 3 lavages (15 min à 
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température ambiante) par le même tampon PBS/Tweenllait, la membrane est 

incubée (1 h à 37°C) en présence de l'anticorps secondaire: anti-IgG de lapin 

biotinylé produit chez l'âne (Amersham) et dilué au 11400 dans le tampon PBS, 

Tween, lait 1%. Trois nouveaux lavages dans le tampon précédent sont réalisés 

(15 min à 37°C) avant l'incubation de la membrane (1 h à 37°C) avec le système de 

détection amplifié à la streptavidine-peroxydase (11400, Amersham), la membrane 

est ensuite lavée 2 fois par du tampon PBS, Tween, lait 1% puis 1 fois par du PBS 

seul (37°C). Le complexe antigène-anticorps est révélé à l'aide des réactifs du kit 

ECL (Amersham) selon les recommandations du fabricant. 

C. Dosage des FGFI et FGF2 par ElA ("Enzyme Immuno Assay") 

Les quantités de FGFl et FGF2 contenues dans les éluats NaCl 1,15 M et 

2 M de la chromatographie d'affinité sur héparine-Sepharose sont déterminées par 

un dosage de type ElA en phase solide (Caruelle et al. , 1988). Le principe de cette 

technique repose sur une compétition entre un traceur, en l'occurence le FGF 

couplé à l'acéthyl cholinestérase (FGF -AChE) et le FGF à doser, au niveau des sites 

de reconnaissance d'un anticorps polyclonal spécifique du FGF. La séparation entre 

le traceur lié et le traceur libre est obtenue grâce à un 2ème anticorps monoclonal 

de souris anti-IgG de lapin (Fig. 7). 

Support solide 

anti-FGF 
(Ig G lapin) 

Ac monoclonal 
anti-Ig G lapin 

-:. -
• FGF - FGF-AChE 

:. 

Figure 7. Représentation schématique du principe de la technique ElA 
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L'anticorps monoclonal de souris anti-lgG de lapin, dilué dans du tampon 

phosphate 0,1 M, pH 7,4, est adsorbé à 2 J.tg par puits d'une plaque de 

microtitration 96 puits. Après élimination de cet anticorps, les puits sont saturés 

par du tampon ElA contenant 1% de SAB puis lavés par du tampon de lavage ElA. 

Les plaques sont remplies de 300 J,tl de tampon ElA et stockées à 4°C jusqu'à 

emploi. Les puits sont vidés puis 50 J,tl de tampon ElA, 50 J,tl de l'échantillon et 

50 J,tl d'anticorps anti-FGF (1110000) sont ajoutés par puits. Une gamme de 

dilution de FGF1 standard est réalisée par des dilutions par entraînement au 112 

Oe point le plus haut de la gamme est à 100 ng/ml). La fixation non spécifique 

(NSB=bruit de fond) est déterminée en incubant le traceur seul sans l'anticorps 

anti-FGF, soit 100 J,tl de tampon ElA et 50 J,tl de traceur. Le témoin de fixation du 

traceur en l'absence de compétiteur (Bo) est déterminée en incubant, dans le 

tampon ElA (50 J,tl), 50 J,tl de traceur et 50 J,tl d'anticorps anti-FGF. La plaque est 

incubée 5 h à t 0 ambiante. 50 J,tl de traceur FGF-AChE sont ensuite ajoutés à raison 

de 1 unité Ellman/ml. Une unité Ellman est définie comme étant la quantité 

d'enzyme produisant une augmentation de 1 unité DO pendant 1 min dans 1 ml de 

solution pour une cellule de mesure de 1 cm. La plaque est incubée une nuit à 25°C 

puis lavée 6 fois par 200 J,tl/puits de PBS, 0,05% Tween 20. Les puits sont vidés et 

200 J,tl de réactif Ellman sont ajoutés. La plaque est enfin soumise à une agitation à 

t 0 ambiante et à l'abri de la lumière jusqu'à apparition d'une coloration jaune, la 

réaction enzymatique est développée pendant 1 à 2 h. L'absorbance à 412 nm est 

mesurée à l'aide d'un lecteur de plaque Bio-Rad. La valeur de la densité optique 

correspondant à la compétition entre le traceur et le FGF à doser est noté B, B 

étant égal à la différence entre la densité optique mesurée pour l'échantillon et celle 

mesurée pour la fixation non spécifique (B=DOE-NSB). Pour chaque valeur de la 

gamme étalon et pour chaque échantillon les résultats sont exprimés en terme de % 

B/Bo=DOE-NSB/Bo x 100. La courbe de la gamme étalon ou B/Bo x 100 est fonction 

de la quantité de FGF (ng/ml), elle est établie afin de lire directement la valeur en 

ng/ml de FGF correspondant aux densités optiques des échantillons analysés. 

Toutes les mesures sont effectuées en 6 exemplaires. 
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D. Mesure de l'activité biologique 

1. Culture des cellules cibles 

CCL-39: cette lignée fibroblastique de poumon de hamster chinois 

fortement stimulée par le FGF à proliférer est utilisée pour les tests biologiques de 

mise en évidence de l'activité mitogène du FGF produit par les cellules normales et 

cancéreuses du sein. Ces cellules sont cultivées en milieu MEM contenant 10% de 

SVF, 2 mM de glutamine, 1% d'acides aminés non essentiels et des antibiotiques. 

Les cultures sont incubées à 37°C en atmosphère humide à 5% de C02. Les cellules 

sont divisées 2 fois par semaine. 

PC-12: cette lignée de phéochromocytome de rat est induite dans la voie 

de la différenciation par le FGF2. L'addition de faibles quantités de FGF2 (environ 

5 ng/ml) dans leur milieu de culture dépourvu de sérum transforme les PC-12, 

normalement rondes, en des cellules en forme de neurones. Ces cellules sont 

cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de SVF, 5% de sérum de cheval, 

2 mM de glutamine, des acides aminés non esssentiels et des antibiotiques. 

2. Mesure de l'incorporation de thymidine tritiée 

Les tests biologiques par incorporation de thymidine tritiée sont réalisés 

dans des boîtes de culture de 24 puits (Falcon) selon la méthode décrite par Plouët 

et collaborateurs (1984). Les cellules sont ensemencées à 40000 cellules/ml de 

milieu de culture par puits. Tous les tests biologiques sont réalisés sur les cellules 

subconfluentes pendant 24 h. Quatre heures avant la fin du test biologique, 1 !lCi 

(1 Ci= 37 GBq) de thymidine tritiée ([3H]-méthyl-thymidine) est ajouté dans 

chaque puits, puis les cellules sont remises à 37°C pendant 4 h. Le milieu est 

éliminé, les cellules rincées par du PBS puis fixées (45 min, 4°C) à l'acide trichloro­

acétique 5%. Les cellules sont rincées 3 fois à l'eau courante et les puits sont séchés 

à la pompe à vide. Les cellules sont enfin lysées dans 0,5 ml d'une solution de 

NaOH 0,3 M (1 h à 37°C). Le lysat est placé dans une fiole à scintillation contenant 

2,5 ml de liquide scintillant (Ready Safe, Beckman). La radioactivité de chaque 

puits est mesurée par un compteur b (LKB, Wallac). 
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3. Les tests biologiques 

L'activité biologique des FGF sécrétés par les cellules épithéliales 

mammaires normales ou cancéreuses est appréciée sur les cellules elles-mêmes et 

sur les deux types cellulaires CCL-39 et PC-12 capables de répondre au FGF. 

a. Activité mitogène du FGF endogène 

Les cellules épithéliales mammaires normales ou cancéreuses sont mises 

en suspension en présence de trypsine puis rincées 2 fois par du milieu de sevrage. 

Les cellules sont ensuite ensemencées à 20000 cellules/puits d'une plaque de 24 

puits dans 250 ml de milieu de sevrage contenant des concentrations croissantes en 

anticorps anti-FGF1 neutralisants (0, 1, 4 ou 8 Jlg/250 Jll). Les cellules sont 

maintenues en présence des anticorps 68 h à 37°C (atmosphère humide, 5% C02). 

Quatre heures avant la fin du test (à la 62ème heure), 1 J.!Ci de thymidine tritiée 

est ajouté par puits et les cellules sont mises à incuber à 37°C pendant 4 h. La 

mesure de la radioactivité correspondant à la [3H]-thymidine incorporée est 

effectuée selon le protocole décrit précédemment. Le témoin de cette expérience 

correspond à la valeur 0, c'est-à-dire culture des cellules dans du milieu de sevrage 

ne contenant pas d'anticorps. Chaque test est réalisé en 6 exemplaires. 

b. Test de l'activité mitogène sur CCL-39 

L'activité mitogène du FGF produit par les cellules épithéliales 

mammaires normales ou cancéreuses est appréciée sur CCL-39 de la façon 

suivante. Les CCL-39 sont ensemencées à 20000 cellules/puits (d'une boîte de 24 

puits) dans du milieu complet (10% SVF). A subconfluence, les fibroblastes sont 

sevrés pendant 24 h. Le milieu de sevrage est éliminé, les tapis cellulaires lavés 2 

fois avec du milieu de sevrage puis les cellules sont incubées en présence d'éluats 

de chromatographie sur héparine de lysats de cellules épithéliales mammaires 

normales ou cancéreuses. L'influence de ces éluats sur les fibroblastes est appréciée 

par incorporation de thymidine tritiée. Chaque test est réalisé en 6 exemplaires. 

c. Test de l'activité différenciatrice sur PC-12 

Un test simple consiste à incuber des cellules PC-12 en présence de 

milieu conditionné par les cellules épithéliales mammaires et d'observer les cellules 

au microscope à contraste de phase. L'expérience témoin consiste à ajouter à la 

culture dePC-12 du milieu de sevrage non conditionné correspondant à celui des 
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cellules épithéliales mammaires. Le contrôle positif consiste à incuber les PC-12 en 

présence de 10 ng/ml de FGF2 recombinant humain (standard). Les cellules des 

différents expériences sont photographiées au même moment. 

E. Détection des ARNm spécifiant les FGFl et FGF2 

1. Purification des ARN totaux et des ARN polyA 

Les ARN totaux sont préparés selon la technique décrite par Chirgwin et 

collaborateurs (1979). Les cellules sont décollées du fond de la boîte de culture 

(75 cm2) à l'aide d'un grattoir dans 1 à 2 ml de tampon guanidinium. L'homogénat 

cellulaire est "soniqué" quelques secondes à 4°C (sur de la glace) puis déposé 

délicatement sur un coussin de chlorure de césium dans des tubes 

d'ultracentrifugation pour rotor SW 50-1 (Beckman). Après centrifugation (rotor 

SW 50-1, 150000 g, 1 nuit à 20°C), le culot d'ARN est rincé avec de l'éthanol 70% 

puis séché à température ambiante. Le culot d'ARN est ensuite repris dans 300 ml 

de tampon acétate de Na-b-mercaptoéthanol-sarcosyl de Na. La solution d'ARN est 

placée dans un tube Eppendorf puis 150 Ill de la phase inférieure d'une solution de 

phénol saturé en Tris est ajouté. Le tube est agité pendant 10 min avant l'addition 

de 150 Ill d'une solution de chloroforme/alcool isoamylique 24:1 (VN). Le tube est à 

nouveau agité pendant 10 min puis centrifugé 15 min à 1650 g. La phase aqueuse 

contenant les ARN est récupérée puis placée dans un nouveau tube Eppendorf. Les 

ARN sont précipités par 50 ml d'acétate de sodium 3 M, pH 7,5 (0,3 M final) et 2 

volumes d'éthanol100% (-20°C, minimum 2 h). Les ARN précipités sont centrifugés 

(10 min à 11000 g), le culot rincé par de l'éthanol puis recentrifugé. L'éthanol est 

éliminé, le culot est séché au "speed-vac" pendant 30 min puis repris dans de l'eau 

exempte de RNAse (eau de qualité mQ autoclavée en chaleur humide, 1 h à 130°C). 

La concentration en acides nucléiques est évaluée par mesure de la densité optique 

à 260 nm, une unité de DO correspondant à une concentration de 40 mg/ml d'ARN. 

Les ARN polyA sont purifiés sur colonne d'oligo-dT cellulose à partir de 1 mg 

d'ARN totaux. 0,5 g d'oligo-dT cellulose sont pré-équilibrés dans du tampon TE, 

NaCl 0,5 M, le gel ainsi formé est rincé par 10 volumes de NaOH 0,1 M, puis ré­

équilibré par 10 volumes de tampon TE, NaCl 0,5 M (le pH de la colonne doit être 

de 7,4). La solution d'ARN totaux est dénaturée à 65°C pendant 3 min, refroidie 

rapidement sur la glace puis portée à une concentration finale de 0,5 M en NaCl. 
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Les ARN totaux sont injectés dans la colonne et cette colonne rincée par 3 volumes 

de tampon TE, NaCl 0,5 M. Cet éluat est repassé 3 fois sur le gel. Le gel est relavé 

par 10 volumes de TE, NaCl 0,5 M, avant d'être lavé par 3 volumes de TE, NaCl 

0,1 M. Les ARN polyA sont élués par 3 volumes de tampon TE sans NaCl. Cet éluat 

contenant les ARN polyA est réinjecté dans la colonne puis les ARN polyA élués 

avec de l'eau de qualité mQ exempte de RNAse. Les ARN polyA sont précipités par 

de l'acétate de sodium 0,3 M final et 2 volumes d'éthanol (2 h à -20°C). Après 

centrifugation (11000 g, 30 min, 4°C), le culot d'ARN polyA est séché puis repris 

dans de l'eau exempte de RNAse. 

2. Electrophorèse et transfert des ARN: "Northern-blot" 

Vingt microgrammes d'ARN totaux ou 10 f.lg d'ARN purifié sur colonne 

d'oligo-dT sont repris dans un volume final de 20 f.ll de tampon de dénaturation, 

chauffés 15 min à 65°C et placés immédiatement dans de la glace. 2 f.ll de bleu de 

charge et 1 f.ll de bromure d'éthidium (BET à 1 mg/ml) sont ajoutés. Des marqueurs 

de poids moléculaires: ARNr 188 et 288 sont également préparés pour 

l'électrophorèse. Les ARN sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose (1,5%) 

dénaturant (2,2 M de formaldéhyde). La migration s'effectue à voltage constant 

(80 V) pendant 6 h en tampon MOP8. Après la migration les ARN sont transférés 

dans du tampon 88C 20x (standard sodium citrate) sur membrane de nitrocellulose 

(8chleicher et 8chuell) pendant 36 h à température ambiante. Les ARN transférés 

sont ensuite fixés à la membrane par un étuvage de 2 h à 80°C. 

3. Amplification des ADNe utilisés comme sondes 

Initialement nous disposions d'un fragment d'ADN de 250 pb codant pour la 

séquence 1-41 du FGF1 du cerveau de boeuf et d'un fragment d'ADN de 1,4 kb 

codant pour la totalité du FGF2 bovin. Ces fragments sont amplifiés afin d'en 

obtenir des quantités suffisantes en vue de leur utilisation comme sonde de 

détection des ARNm codant pour le FGF1 et le FGF2. Les bactéries, HB 101 

(conservées à -20°C) contenant le plasmide p8P 65 dans lequel est inséré l'un ou 

l'autre des ADNe sont remises en culture (en agitation douce une nuit à 37°C) dans 

du milieu LB contenant 50 f.lg/ml d'ampicilline, antibiotique dont le gène de 

résistance est porté par le plasmide. Une dilution 1150 de la culture bactérienne est 

réalisée dans 500 ml de milieu LB/ampicilline et les bactéries remises en agitation 
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à 37°C jusqu'à ce que la DO du milieu de culture à 600 nm atteigne la valeur 1. 

Sont ajoutés ensuite 170 J.lg/ml de chloramphénicol (Boehringer) puis l'incubation 

est poursuivie pendant une nuit à 37°C. Le milieu de culture est centrifugé (rotor 

Sorval, 7000 rpm, 10 min) puis le culot bactérien repris par 4,5 ml de tampon GTE. 

Les bactéries sont lysées dans 9 ml d'une solution NaOH 0,2 M, SDS 1% par 

agitation douce et une incubation de 30 min dans de la glace. La soude est 

neutralisée par 4,5 ml d'un tampon K Ac. Après 10 min dans de la glace, un 

précipité blanc constitué de protéines et de débris cellulaires se forme. Ce précipité 

est éliminé par centrifugation de 10 min à 15000 rpm dans un rotor SS 34 Sorval. 

Les acides nucléiques contenus dans le surnageant sont précipités par l'addition de 

12 ml d'isopropanol. Le surnageant est éliminé 10 min plus tard par une nouvelle 

centrifugation (rotor HB 4 Sorval, 10000 rpm, 10 min). L'isopropanol est évaporé 

puis le culot est repris dans 5 ml de tampon Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM, NaCI 

100 mM auxquels sont ajoutés 5,3 g de chlorure de césium et 170 !-LI de BET 

(solution mère à 8 mg/ml). Le mélange est réparti dans des tubes à sceller 

(Beckman) pour une centrifugation verticale (rotor VTI 65, 45000 rpm, 16 h, 18°C). 

L'ADN plasmidique séparé de l'ADN bactérien et des ARN est prélevé à l'aide d'une 

seringue piquée à travers le tube à centrifuger. La solution de plasmides est 

transférée dans un tube à hémolyse et le BET extrait plusieurs fois par du bu tanol 

saturé en Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM. La solution plasmidique est ensuite 

dialysée contre 500 ml de tampon Tris 10 mM, pH 8, EDTA 10 mM (TE) pendant 

une nuit. Après 2 nouvelles dialyses, l'ADN plasmidique est précipité par 1110 de 

volume d'acétate de sodium 3 M, pH 5,2 et 2 volumes d'éthanol pendant 2 h à -

20°C. Après centrifugation (10000 g, 15 min, 4°C) le culot de plasmide est rincé par 

de l'éthanol, séché puis repris dans de l'eau pure. La qualité de la préparation est 

vérifiée par électrophorèse sur un gel d'agarose 0,9% en tampon TBE. 10 J.lg de 

plasmides sont digérés 2 h à 37°C par les enzymes de restriction qui ont servi à 

l'intégration des ADNe dans le poly-linker du plasmide pSP 65. Ainsi l'ADNe du 

FGF1 est libéré du plasmide dans un volume réactionnel de 60 !-LI contenant le 

tampon de digestion (Gibco/BRL) et les enzymes de restriction Bam HI et Eco RI 

(BRL). L'ADNe du FGF2 est libéré selon la même technique par Eco RI. Après 

addition du bleu de charge, les plasmides digérés sont soumis à une électrophorèse 
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(tampon TBE, 90 V, 1 h) en gel d'agarose 0,9% contenant quelques gouttes deBET. 

La migration est examinée par illumination du gel aux rayons UV. Lorsque les 

bandes de 250 pb (ou de 1,4 kb) sont suffisamment séparées du plasmide, une 

fenêtre est découpée dans le gel à l'aide d'un scalpel puis placée dans un tube 

Eppendorf. Les fragments ADNe sont enfin extraits du gel d'agarose par utilisation 

d'un kit Geneclean II (BIO 101 Inc.). 

4. Hybridation des sondes ADNe 

La membrane sur laquelle les ARN sont fixés est préhybridée dans le 

tampon de préhybridation pendant 4 h en agitation à 42°C. La solution de 

préhybridation est éliminée et remplacée par la solution d'hybridation contenant la 

sonde radiomarquée au 32p (kit et protocole Pharmacia de marquage par random­

priming) à raison de 2 à 3.106 cpm/ml. L'hybridation s'effectue pendant une nuit à 

42°C. La membrane est ensuite lavée à température ambiante 2 fois 10 min dans 

du tampon SSC 2x, 0,1% SDS, 2 fois 15 min à 65°C dans du tampon SSC lx, 0,1% 

SDS et enfin 1 fois 10 min à 65°C dans du tampon SSC 0, lx, 0,1% SDS. La 

membrane est séchée à température ambiante avant d'être radiographiée entre 

deux écrans intensificateurs à -80°C sur film Kodak X Omat S pendant une nuit ou 

plus (en fonction de l'intensité du signal obtenu). Le film est révélé (révélateur 

Kodak LX24), fixé (fixateur Kodak AL4) puis abondamment rincé à l'eau. 

5. RT-PCR 

a. Rétrotranscription 

Dans un tube Eppendorf 1 J..tg d'ARN total cellulaire et 150 J..tg de 

transcrits codant pour la nitrate réductase de feuille de tabac sont rétrotranscrits 

par la transcriptase reverse 1.\1JVILV. Les 2 types d'ARN sont placés dans un 

mélange réactionnel d'un volume final de 30 J..t1 contenant: 6 J..t1 du tampon de 

rétrotranscription (Tris/HCl 50 mM, pH 8,9, MgC12 3 mM, KCl 75 mM), 0,6 J..tg de 

SAB, 4 mM d'un mélange de désoxyribonucléotides, 2,5 J..tM d'amorces 

héxanucléotidiques, 0,3 J..tl de RNAsine et de l'eau filtrée sur système Millipore et 

stérilisée qsp 27,3 J..tl (la provenance de tous les réactifs est détaillée dans le 

chapitre Matériel). Ce mélange est dénaturé 3 min à 95°C puis une fois refroidi 

(10°C), lui sont ajoutés 0, 7 J..tl de RNAsine et 2 J..tl de transcriptase reverse Mo 

Ml\tiLV (300 U). Le mélange est incubé 2 h à 42°C, dénaturé 3 min à 95°C puis 



80 

conservé à -20°C jusqu'à emploi. Comme témoin de non contamination un tube 

contenant tous les réactifs saufl'ARN total est également préparé en parallèle. 

b. Amplification PCR 

1110 du volume de rétrotranscrits, soit 3 ~ d'ADNe sont amplifiés par la 

Taq polymérase dans un volume final de 100 ~ contenant du tampon Tris/HCl 

50 mM, pH 8,9, MgCl2 7 mM, KCl 50 mM, sulfate d'ammonium 15 mM, de la SAB 

(0, 17 mg/ml), 1 mM d'un mélange de désoxyribonucléotides, 15 pmoles d'amorces 

désoxyoligonucléotidiques spécifiques du FGFl (séquence codante et séquence 

contenant les exons non codants alternativement épissés au 1er exon codant), du 

FGF2 et de la nitrate réductase (la spécificité, la séquence et la position des 

amorces est détaillée dans le chapitre Matériel). Cent ml d'huile de paraffine stérile 

sont ajoutés avant l'incubation du mélange dans l'appareil PCR. L'amplification se 

déroule en 3 étapes: la dénaturation (92°C, 30 s), l'hybridation des amorces (62°C, 

1 min) et l'extension (72°C, 30 s). De l'ARN non rétrotranscrit est également soumis 

à une amplification PCR pour servir de contrôle négatif d'une contamination par de 

l'ADN de la solution d'ARN cellulaire initiale. Dans des expériences préliminaires, 

le niveau d'ARNm du FGF1 ou du FGF2 dans les différentes lignées cellulaires est 

examiné par 20 à 40 cycles d'amplification et la phase exponentielle linéaire de leur 

amplification déterminée. Cependant, il peut apparaître des différences dans 

l'efficacité de RT-PCR entre chaque expérience. Par conséquent, afin de s'assurer 

que l'amplification a bien lieu en phase exponentielle de la réaction PCR, pour 

chaque expérience ont été réalisés 3 aliquots amplifiés à 3 cycles différents (28, 30 

et 35 cycles). L'ADNe de la nitrate réductase est co-amplifié avec les ADNe du FGFl 

et du FGF2 afin de vérifier que l'efficacité de la PCR reste identique dans les 

différents échantillons de chaque expérience. Les co-amplifications sont menées 

selon les combinaisons suivantes: FGFl codant/FGF2/NR ; El.A/El.C/NR et 

E l.B/E l.D/NR. 

c. Electrophorèse et transfert des ADNe: "Southern-blot" 

Les produits des amplifications PCR et des témoins de masse ADN (BRL) 

sont séparés par une électrophorèse en gel de polyacrylamide 10%. Aux 20 11l 

d'ADNe amplifiés sont ajoutés 6 111 de bleu de charge avant d'être soumis à une 

migration (30 mA constant, 2 h) dans du tampon TBE. Après l'électrophorèse, le gel 
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est coloré dans de l'eau contenant quelques gouttes de BET pendant 10 min. Après 

plusieurs rinçages à l'eau, le gel est examiné aux UV et des photos sont prises au 

polaroïde. Une étape de dénaturation est réalisée avant l'électrotransfert des ADNe 

séparés sur gel par incubation du gel dans 250 ml d'un tampon NaOH 0,2 M, NaCl 

0,6 M pendant 10 min. Après 3 rinçages avec de l'eau de qualité mQ, le gel est rincé 

3 fois dans du tampon citrate 0,15 M (trisodium citrate dihydrate 0,15 M). 

L'électrotransfert semi-sec est réalisé en tampon citrate à 0,8 mA/cm2 pendant 2 h 

dans un sandwich constitué par une pile de 9 papiers de Whatman, la membrane 

Hybond N+ préalablement neutralisée (2 min) dans du méthanol, le gel puis 1 

autre pile de papiers Whatman. L'ensemble est placé entre deux électrodes de 

l'appareil d'électrotransfert Bio-Rad. 

d. Hybridation des sondes oligonucléotidiques et ADNe 

La membrane de transfert est séchée 2 h à 80°C, préhybridée dans une 

solution de préhybridation pour "Southern-blot" puis hybridée dans cette même 

solution avec la sonde radiomarquée au 32p et préalablement dénaturée (3 min à 

95°C puis sur la glace). L'hybridation a lieu pendant un minimum de 2 h en 

agitation à 42°C. La solution d'hybridation diffère en fonction du type de sonde 

utilisé (oligo-ou polynucléotidique) (voir annexe technique). Les bandes d'ADNe 

correspondant au FGFl codant et à la nitrate réductase sont révélées par 

hybridation avec des sondes ADNe polynucléotidiques spécifiques marquées au 

[32p]-dCTP (Amersham) par la méthode du kit random-priming (Amersham). La 

membrane de transfert contenant les fragments amplifiés correspondant au FGF2 

et aux transcrits FGFl contenant l'un des exons (A, B, C ou D) alternativement 

épissé au 1er exon codant est hybridée avec des sondes oligonucléotidiqes 

spécifiques de chacun de ces transcrits (séquence et position sont reportées dans le 

chapitre Matériel) radiomarquées au [32P]-yATP (Amersham) par la méthode du 

kit de kination (Amersham). La membrane hybridée avec une sonde radiomarquée 

par "random-priming" est lavée une fois 15 min à 42°C dans du tampon SSC lx, 

SDS 0,1% puis 2 fois 15 min à 65°C dans du tampon SSC O,lx, SDS 0,1%. La 

membrane hybridée avec les sondes oligonucléotidiques est lavée de la même 

manière mais à 55°C au lieu de 65°C. La membrane de transfert est ensuite 

exposée à un film autoradiographique X-OMAT AR5-Kodak. Le film est ensuite 

révélé comme précédemment décrit pour la technique "Northern blot". 
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LES FGFI ET FGF2 DANS LES CELLULES EPITHELIALES NORMALES 

ET TUMORALES DU SEIN 

Une partie des résultats a fait l'objet d'une publication parue (El Yazid.i et 

Boilly-Marer, 1995) et de deux publications soumises à publication dans: 

Experimental Cell Research sous le titre de "Production and estrogen regulation of 

FGFl and FGF2 in normal and cancer breast cells." El Yazid.i I., Renaud F., 

Courtois Y., Boilly-Marer Y. 

Biochem. Biophys. Res. Commun. sous le titre de "Differentiai regulation by serum 

of the different FGFl mRNA expression in mammary epithelial cells." Renaud F., 

El Y azid.i I., Boilly-Marer Y., Courtois Y., Laurent M. 

1. INTRODUCTION 

La prolifération des cellules normales ou cancéreuses de la glande mammaire 

est sous le contrôle de plusieurs facteurs dont les hormones stéroïdes et les facteurs 

de croissance. Les facteurs de croissance sont mitogènes pour une grande variété de 

cellules normales ou cancéreuses d'origine diverse. Ils sont capables d'induire 

l'angiogenèse péritumorale et le processus de métastase. Cependant, le rôle du 

FGFl et du FGF2 dans la prolifération des cellules épithéliales du sein n'est pas 

encore complètement élucidé. Les études portant sur la localisation des FGF dans 

la glande mammaire normale ou cancéreuse présentaient, à leur début, une 

contradiction dans les résultats obtenus (origine myoépithéliale ou épithéliale du 

FGF). Les cultures cellulaires représentent donc une méthode intéressante pour 

l'analyse de la production du FGF par les cellules mammaires indépendamment de 

toute source externe de FGF. La culture in vitro permet également l'étude du rôle 

biologique spécifique au FGF endogène. L'analyse in vitro de la production et du 

rôle des FGF dans des cellules épithéliales mammaires normales et dans différents 

types de cellules cancéreuses correspondantes nous permettra de déterminer s'il 

existe une corrélation entre la production du FGFl et du FGF2 et si la production 

de l'un et/ou l'autre de ces facteurs est impliquée dans le processus de la 

tumorigenèse mammaire. 



Il. RESULTATS 

A. Les protéines FGFl et FGF2 

1. Immunocytochimie 

a. Marquage par la fluorescéine 
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Une analyse immunocytochimique préliminaire des cellules 

épithéliales mammaires cancéreuses MDA-MB-231 à l'aide d'anticorps anti-FGF1 

et anti-FGF2 démontre l'existence de protéines FGF1 et FGF2 dans le cytoplasme 

de ces cellules (Fig. 8, a et b respectivement). Le témoin réalisé par substitution de 

sérum de lapin pré-immun à l'anticorps anti-FGF ne montre pas de fluorescence (le 

second anticorps est couplé au FITC) (Fig. 8c). 

b. Marquage à la peroxydase 

La même technique est ultérieurement réalisée sur l'ensemble 

des cellules étudiées: cellules épithéliales mammaires normales (CEMN), cellules 

immortalisées (HBL-100) et cellules cancéreuses (MDA-MB-231 et MCF-7) de sein, 

à l'aide des anticorps anti-FGF1 et anti-FGF2 et de deuxième anticorps couplé à la 

peroxydase. Les anticorps anti-FGF1 et anti-FGF2 montrent une immunoréactivité 

positive au niveau du cytoplasme de CEMN, des HBL-100 et des MDA-MB-231 

(Fig. 9: b, c ; e, f; k, 1). Comparativement aux autres cellules, l'immunomarquage 

des FGF1 et 2 dans la lignée MCF-7 est beaucoup plus faible (Fig. 9h, i). Les 

expériences contrôles, correspondant aux cellules incubées en présence de sérum de 

lapin pré-immun, ne montrent aucune immunoréactivité (Fig. 9a, d, g, j). Cette 

étude a été réalisée deux fois et des résultats identiques sont obtenus dans les deux 

expériences. 

A la suite de ces observations qui semblent indiquer la présence de FGF1 et 

FGF2 dans les cellules épithéliales mammaires normales et cancéreuses, nous 

avons poursuivi la recherche de ces molécules au niveau d'extraits cellulaires et 

aussi du milieu conditionné par ces cellules. 

2. Isolement et caractérisation des FGF 

L'étude de la production de FGF1 et FGF2 a été réalisée sur des 

cellules épithéliales mammaires normales ou cancéreuses cultivées dans du milieu 



Figure 8. Immunolocalisation du FGF1 et du FGF2 dans les cellules cancéreuses 
MDA-MB-231 sevrées. 

Les anticorps dirigés contre le FGF2 et le FGF1 révèlent la présence de FGF2 (a) 
et FGF1 (b) dans les cellules cancéreuses MDA-MB-231 (x 1600). Dans 
l'expérience contrôle (c), l'anticorps primaire est remplacé par du sérum de lapin 
pré-immun. Le noyau est indiqué par la lettre n. 





Figure 9. Immunolocalisation du FGF1 et du FGF2 dans les cellules épithéliales 
mammaires normales, immortalisées et cancéreuses. 

Les expériences témoins (sérum pré-immun de lapin), l'immunolocalisation du 
FGF1 et du FGF2 sont montrées respectivement pour les CEMN (a, b et c), les 
cellules HBL-100 (d, e et f), MCF-7 (g, h et i) etMDA-MB-231 G, k et 1). (x 900). 
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de sevrage pour éviter l'interférence de toute trace de FGF exogène pouvant être 

contenu dans le sérum. 

a. ELISA 

Après chromatographie d'affinité sur l'héparine du contenu 

cellulaire et du milieu conditionné, les fractions éluées en présence de 

concentrations croissantes de Na Cl ont été soumises à un test de détection 

immunologique de FGF (ELISA) à l'aide d'anticorps anti-FGF1 et anti-FGF2. Des 

molécules apparentées aux FGF1 et FGF2 ont été détectées respectivement dans les 

fractions éluées en présence de NaCl1,15 Met de NaC12 M. 

b. "Western-blot" 

La production massive de cellules MDA-MB-231 nous a permis 

de concentrer 500 fois les fractions éluées de la colonne d'héparine- Sepharose 

avant de les soumettre à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide et 

électrotransfert des protéines ("Western-blot"). L'anticorps anti-FGF1 révèle une 

bande protéique proche de 18 kDa dans les fractions éluées en présence de NaCl 

1,15 M à partir d'extraits cellulaires (Fig. 10, ligne C) ou de milieu conditionné (Fig. 

10, ligne B). Une bande correspondant à une protéine de type FGF2 est détectée, 

par l'anticorps anti-FGF2, dans les éluats obtenus en présence de NaCl 2 M à 

partir du surnageant de culture (Fig. 10, ligne E) ou du contenu cellulaire (Fig. 10, 

ligne F). 

L'analyse par "Western-blot" du contenu cellulaire de l'ensemble des cellules 

épithéliales mammaires (normales et cancéreuses) étudiées a été réalisée sur les 

éluats Na Cl 1,15 M non concentrés. La quantité de protéines totales de chacune des 

fractions correspond environ au 1120 de celle utilisée dans l'étude initiale sur les 

cellules MDA-MB-231. La reconnaissance de protéines par l'anticorps anti-FGF1 a 

été visualisée après révélation du deuxième anticorps marqué à la peroxydase soit 

par réaction avec le chloronaphtol, soit en utilisant le kit ECL (chimioluminescence, 

Amersham). Une bande de poids moléculaire apparent de 18 kDa comigrant avec la 

protéine FGF1 a été nettement révélée pour les cellules épithéliales mammaires 

normales (CEMN) (Fig. 11), plus faiblement pour les lignées HBL-100 et MDA-MB-

231 mais n'a pas été détectée dans la lignée cellulaire MCF-7. 
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Figure 10. Analyse par "Western-blot" du milieu de sevrage conditionné et de 
l'extrait cellulaire des cellules MDA-MB-231 après chromatographie sur héparine= 
Sepharose. 

Des protéines comigrant avec le FGF1 recombinant humain (ligne A) sont détectées 
avec l'anticorps anti-FGF1 dans les fractions de milieu conditionné (ligne B) et 
d'extrait cellulaire (ligne C) éluées en NaCl 1,15 M. L'anticorps anti=FGF2 a révélé 
la présence de protéines comigrant avec le FGF2 standard (ligne D) dans les 
fractions de surnageant de culture (ligne E) et d'extrait cellulaire (ligne F) éluées 
en présence de Na Cl 2 M. Les fractions ont été préalablement concentrées (500 
fois). 

20.1 __.. 
1 2 3 4 

Figure 11. Analyse par "Western-blot" des extraits cellulaires non concentrés de 
CEMN, de cellules HBL-100,MCF-7 et MDA-MB=231 en culture normale (10% de 
sérum). 

Une bande protéique de poids moléculaire apparent 18 kDa est détectée dans 
l'extrait des CEMN (ligne 1), des signaux plus faibles sont obtenus pour les cellules 
HBL-100 (ligne 2) et MDA-MB-231 (ligne 4). La protéine FGF1 n'a pu être détectée 
dans l'extrait cellulaire des cellules MCF-7 (ligne 3). 
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3. Quantification par ElA 

La quantification du FGF1 et du FGF2 par la technique ElA, méthode 

de dosage très sensible, permet une bonne approche de la quantité de FGF produit 

par les cellules mammaires normales et cancéreuses. Nous avons dosé les fractions 

issues de l'élution en NaCl 1,15 M et en NaCl 2 M. Les valeurs obtenues pour 

chaque fraction ont été additionnées et le total rapporté à la quantité de protéines 

totales extraites. Chaque valeur est la moyenne de 6 mesures. L'ElA que nous 

avons employé pour cette étude nous a permis de doser le FGF1 avec une sensibilité 

de l'ordre de 2 ng/ml. La sensibilité du test est définie comme étant la valeur 

correspondant à B/Bo égale à 50%. La limite de détection ou de recevabilité du 

dosage est fixée pour une valeur de B/Bo égale à 80%. Dans notre étude la limite de 

détection du FGF1 est de 0,2 ng/ml. Les quantités de FGF1 produit par les cellules 

épithéliales mammaires normales et les lignées transformées ou cancéreuses sont 

rapportées dans le tableau XII. Un test ElA utilisant un compétiteur du FGF2 

(FGF2-AChE) et un anticorps anti-FGF2 a permis de la même façon de quantifier le 

FGF2 intracellulaire. La sensibilité du test est de 4,4 ng/ml et la limite de détection 

de 0,6 ng/ml. Les valeurs en ng/mg de protéines du FGF2 exprimé dans les cellules 

mammaires sont également rapportées dans le tableau XII. Les résultats obtenus 

(tableau XII) montrent que dans un milieu de culture dépourvu de sérum les 

cellules épithéliales mammaires cancéreuses très invasives MDA-MB-231 

expriment le facteur de croissance FGF1 à un taux plus élevé par rapport aux 

cellules normales et aux autres lignées cellulaires. Cependant, les cellules normales 

(CEMN) expriment plus de FGF1 que les cellules cancéreuses MCF-7 ou les cellules 

transformées HBL-100. Les cellules cultivées en absence de sérum expriment 

faiblement le facteur FGF2 (de l'ordre de 0,2 ng/mg de protéines) (tableau XII). 

Tableau XII. FGF1 et FGF2 intracellulaires quantifiés en culture sans sérum 
(ng/mg de protéines). 

CEMN HBL-100 MCF-7 MDA-MB-231 

FGF1 6,18 1,6 4,3 11 
FGF2 0,16 0,2 ND* 0,16 

* Quantité non décelée. 
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Les facteurs de croissance FGF1 et FGF2 ont été également quantifiés dans 

les surnageants de culture. Les milieux conditionnés par les CEMN et les cellules 

HBL-100 contiennent une quantité de FGF1 de l'ordre de 2 ng/mg de protéines. Le 

milieu conditionné par les cellules MDA-MB-231 en contient un peu plus 

(3,2 ng/mg de protéines). Le surnageant de culture des cellules MCF-7 contient très 

peu de FGF1 (0, 18 ng/mg de protéines). De très faibles quantités de FGF2 (de 

l'ordre de 0,2 ng/mg de protéines) ont été détectées dans les surnageants de culture 

de l'ensemble des cellules épithéliales mammaires étudiées. 

4. Les tests biologiques 

Afin de montrer que les facteurs de croissance FGF1 et FGF2 produits 

par les cellules épithéliales mammaires sont biologiquement actifs, deux types de 

tests sont réalisés: un test utilisant des cellules sensibles aux FGF et un test sur les 

cellules productrices elles-mêmes. 

a. Test de mitogénicité sur CCL-39 

La prolifération des fibroblastes de poumon de hamster chinois 

CCL-39 est stimulée par de faibles quantités de FGF exogène. Les fibroblastes 

CCL-39 sont incubés en présence des fractions Na Cl 1,15 M et 2 M éluées de la 

chromatographie sur héparine-Sepharose, des lysats cellulaires et de milieux 

conditionnés, de façon à ce que la concentration en Na Cl dans les puits de culture 

soit de 0,2 M. Les résultats obtenus (Fig. 12) indiquent que la fraction Na Cl 1,15 M 

de l'extrait cellulaire (cellules normales et cancéreuses) est mitogène pour les 

cellules CCL-39. La stimulation la plus importante a été obtenue dans le cas de la 

fraction éluée en présence de NaCl 1,15 M des cellules MDA-MB-231. La fraction 

NaCl 1,15 M des cellules normales reste la moins active. Nous pouvons donc 

conclure que la fraction NaCl 1,15 M de toutes les cellules contient un facteur affin 

pour l'héparine et biologiquement actif. Seules les fractions Na Cl 2 M des CEMN et 

des cellules MDA-MB-231 sont mitogènes pour les cellules CCL-39 (Fig. 12). Cette 

fraction contient donc un facteur mitogène se liant à l'héparine et élué à NaCl2 M. 

Une activité mitogène plus faible a été également démontrée au niveau des 

fractions NaCl1,15 Met 2 M isolées du milieu conditionné par les cellules. 
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Figure 12. Tests de mitogénicité sur cellules CCL39 des fractions NaCl 1,15 Met 
2M éluées par chromatographie sur héparine-Sepharose de I ysats cellulaires. La 
culture en absence de sérum et sans addition de fraction de I ysat cellulaire 
constitue l'expérience témoin (sevrage: sev.). La prolifération des cellules CCL39 est 
estimée par incorporation de thymidine tritiée. 

b. Test de différenciation sur PC-12 

Les PC-12 sont des cellules particulièrement sensibles au FGF. 

Sous l'action de faibles doses de ce facteur elles réagissent en se différenciant en 

neurones. Cette évolution se traduit par la croissance de neurites (Fig.13b). Dans 

l'étude préliminaire sur la lignée MDA-MB-231, l'incubation de PC-12 en présence 

de surnageant de cellules MDA-MB-231 sevrées stimule la différenciation de 

neurites (Fig. 13c) mais de façon modérée. En milieu de culture normal, les cellules 

PC-12 sont rondes et ne possèdent pas de neurites (Fig. 13a). 



Figure 13. Test d'induction de neurites chez les cellules PC12 sous l'action de 
FGF2 et de surnageant de culture de cellules mammaires cancéreuses MDA-MB-
231 (Grossissement x150). 

a. Cellules PC 12 cultivées en milieu dépourvu de sérum. 
b. Cellules PC12 24 hr. après addition de FGF2 (10 ng/ml) (La flèche indique l'un 
des neurites induit par ce facteur de croissance). 
c. Cellules PC12 24 hr. après addition de surnageant de culture (sans sérum) de 
MDA-MB-231. 
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Figure 14. Prolifération des cellules épithéliales mammaires en présence ou non 

(valeur 0) d'anticorps anti-FGFl neutralisant (47 a.). Les cellules mammaires sont 

incubées en milieu de culture dépourvu de sérum en présence de quantités croissantes 

d'anticorps. La prolifération est estimée par incorporation de thymidine tritiée. 
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c. Activité biologique du FGF endogène 

L'activité de type FGF1 du milieu conditionné par les cellules 

mammaires est recherchée à l'aide d'un anticorps anti-FGF1 neutralisant (47a). 

Les cellules mammaires sont incubées en présence de concentrations croissantes en 

anticorps dans du milieu dépourvu de sérum. L'anticorps neutralisant induit une 

diminution dose-dépendante de la prolifération des cellules normales (CEMN), 

transformées (HBL-100) et cancéreuses (MCF-7 et MDA-MB-231) (Fig. 14). La 

concentration maximale (8 J.lg/250 J.ll) induit une inhibition de la prolifération de 

l'ordre de 90% pour les cellules MDA-MB-231, 70% pour les HBL-100 et 50% pour 

les MCF-7 et les CEMN. L'addition simultanée de FGF1 standard (12,5 ng) et de 

l'anticorps (4 J.lg/250 J.ll) annule l'inhibition de la prolifération observée avec 

l'anticorps seul (Fig. 15). 
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Figure 15. Activité du FGF1 endogène sur les cellules épithéliales mammaires. 

Les cellules sont incubées en présence de l'anticorps anti-FGF1 neutralisant seul 
(anti-FGF1) ou avec l'anticorps et 12,5 ng de FGF1 (anti-FGF1/FGF1). Dans 
l'expérience témoin, les cellules sont cultivées en milieu de sevrage seul (sev.). La 
prolifération cellulaire est estimée par incorporation de thymidine tritiée. 
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Ces résultats indiquent que les cellules épithéliales mammaires normales, 

transformées et cancéreuses produisent toutes la protéine FGF1 et que ce facteur 

est sécrété dans le milieu extracellulaire. Le FGF1 endogène est biologiquement 

actif et semble stimuler la prolifération des cellules mammaires selon une boucle 

autocrine externe. 

L'addition de l'anticorps anti-FGF1 neutralisant 3D12 diminue également la 

prolifération des cellules épithéliales mammaires normales, transformées et 

cancéreuses MDA-MB-231 (non montré). Cependant, en comparaison avec 

l'anticorps anti-FGF1 47 a, le 3D12 est efficace à des doses élevées (32 .ug/250 .ul). 

L'utilisation de cet autre anticorps anti-FGF1 neutralisant met également en 

évidence la sécrétion de FGF1 par les cellules épithéliales mammaires et le mode 

d'action autocrine de ce facteur. 

B. Les transcrits spécifiant les FGFI et FGF2 (culture sans sérum) 

1. Analyse par "Northern-blot" 

Avant l'obtention des cellules normales (CEMN), 20 .ug d'ARN total de 

cellules HBL-100, MCF-7 et MDA-MB-231 sont analysés pour l'expression d'ARNm 

de FGF1 et FGF2. Seule la sonde polynucléotidique FGF2 (1,4 kb) hybride deux 

transcrits FGF2 de 7 et 3, 7 kb dans l'ARN total des cellules HBL-100 (Fig. 16). Il 

semblait donc que les niveaux d'expression de ces facteurs de croissance dans les 

autres lignées soient trop faibles pour être détectés dans les ARN totaux. L'analyse 

par "Northern-blot" d'ARN polyA aboutit au même résultat que celle des ARN 

totaux. Ceci nous a conduit à utiliser la RT-PCR pour analyser l'expression des 

transcrits FGF1 et FGF2 par le biais d'une amplification PCR. 

Figure 16. Analyse par "Northern­
blot" de l'expression des ARNm du 
FGF2 dans les cellules mammaires 
HBL-100. 

FGF2 
(kb) 

7-

HBL100 
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2. Analyse par PCR 

L'ARNm du FGFl est amplifié dans les CEMN et les lignées HBL-100 

et MDA-MB-231 (Fig. 17A, lignes 1, 2, 5). A 30 cycles, il n'y a pas d'amplification 

d'ARNm du FGFl dans les lignées MCF-7 et BT-20 (Fig. 17A, lignes 3, 4). Les 

transcrits FGFl dans ces 2 dernières lignées ont pu être amplifiés à 40 cycles (Fig. 

17B, lignes 3, 4). L'ARNm du FGFl est donc également présent dans les cellules 

MCF-7 et BT-20 mais à un taux beaucoup plus faible par rapport au niveau 

d'expression de ce transcrit dans les CEMN, les cellules HBL-100 et les MDA-MB-

231. Après 30 cycles d'amplification PCR, l'ARNm du FGF2 est amplifié dans les 

CEMN et les cellules HBL-100 (Fig. 17A, lignes 1, 2) mais pas dans les lignées 

MDA-MB-231, BT-20 et MCF-7 (Fig. 17A, lignes 3, 4, 5). Cependant, après 40 

cycles d'amplification, l'ARNm du FGF2 est détecté dans la lignée MDA-MB-231 

(Fig. 17C, ligne 5) et très peu dans la lignée BT-20 (Fig. 17B, ligne 3). Même après 

40 cycles de PCR, les cellules MCF-7 ne montrent aucune trace de transcrits FGF2 

(Fig. 17, ligne 4). L'ARNm du FGF2 est donc présent essentiellement dans les 

cellules épithéliales mammaires normales et dans les cellules transformées HBL-

100. Les lignées MDA-MB-231 et BT-20 en contiennent beaucoup moins. 

Le gène FGFl humain (près de 120 kb) contient 3 exons codants et 6 exons 

non codants en amont de l'ATG (-lA, -lB, -lC, -ID, -lE, -IF). L'épissage alternatif 

des exons de la région 5' non codante au premier exon codant génère 7 transcrits 

FGFl différents (lA, lB, lC, ID, lA'/F, lA'/B et lA'/E). Les 3 derniers transcrits 

viennent d'être décrits récemment (Voulgaropoulou et al., 1994). Dans notre thèse 

nous avons analysé, par PCR, l'expression des transcrits alternativement épissés 

lA, lB, lC et ID dans les lignées mammaires. Les "patterns" d'expression diffèrent 

en fonction de la lignée cellulaire. Les cellules MCF-7 et les BT-20 n'expriment que 

le transcrit ID mais très faiblement (non montré). Le transcrit lA est détecté 

uniquement dans les cellules mammaires normales (CEMN) (Fig. 18, ligne 2). Le 

transcrit lB est présent dans les CEMN et les MDA-MB-231 (Fig. 18, lignes 2, 6). 

Le transcrit lC est présent dans les cellules HBL-100 et à un niveau plus faible 

dans les CEMN (Fig. 18, lignes 4, 2). Le transcrit ID est présent dans les cellules 

MDA-MB-231 et les HBL-100 à un niveau beaucoup plus important que dans les 

cellules normales (Fig. 18, lignes 6, 4, 2). 



Figure 17. Analyse par RT-PCR de l'expression des transcrits FGFl et FGF2. 

A. Détection des transcrits FGFl (e) et FGF2 (0) dans les cellules épithéliales 
mammaires normales (CEMN), les cellules immortalisées HBL-100 et les cellules 
cancéreuses MCF-7, BT-20 et MDA-MB-231. B. Détection du FGFl dans les 
cellules BT-20 et MCF-7 après 40 cycles d'amplification PCR. Un faible taux de 
transcrits FGF2 est détecté pour les cellules BT-20. C. Détection à 40 cycles de 
transcrits FGF2 dans la lignée MDA-MB-231. 

Figure 18. Analyse par RT-PCR de l'expression des transcrits alternativement 
épissés lA, lB, lC et lD du FGFl dans les cellules épithéliales mammaires. 

Le transcrit lA est spécifique des CEMN (ligne 2). Le transcrit lB est exprimé 
dans les CEMN et les cellules MDA-MB-231 (lignes 2 et 6). Le transcrit lC est 
exprimé dans les cellules HBL-100 (ligne 4) et très faiblement dans les CEMN 
(ligne 2). Le transcrit lD est exprimé dans les cellules HBL-100 (ligne 4) et MDA­
MB-231 (ligne 6) et très faiblement dans les CEMN. 
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En résumé, dans un milieu de culture dépourvu de sérum, les cellules 

épithéliales mammaires normales expriment les 4 types de transcrits FGFl. La 

lignée immortalisée HBL-100 exprime les 2 types C et D alors que la lignée 

cancéreuse MDA-MB-231 exprime les transcrits lB et ID. Les lignées cancéreuses 

MCF-7 et BT-20 expriment également le transcrit ID mais très faiblement. Le 

transcrit lA est spécifique des cellules normales. Le transcrit lB représente la 

majorité des ARN FGFl dans les CEMN. Dans les cellules immortalisées HBL-100 

et dans les cellules cancéreuses MDA-MB-231, c'est principalement le transcrit ID 

qui représente la majorité des messagers. 

III. DISCUSSION, CONCLUSIONS 

Nos résultats d'immunodétection des protéines FGFl et FGF2 montrent que 

les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN), les cellules transformées 

HBL-100 et les cellules cancéreuses MDA-MB-231 produisent du FGFl et du FGF2. 

Comparativement, un taux faible de ces facteurs de croissance est exprimé dans la 

lignée MCF-7. D'après l'analyse "Western-blot", les protéines extraites des cellules 

mammaires semblent contenir du FGFl et du FGF2 correspondant à la forme de 

poids moléculaire apparent de 18 kDa. Les tests biologiques sur cellules sensibles 

(CCL-39 et PC-12) nous ont permis de montrer que les facteurs de croissance FGFl 

et FGF2 produits par les cellules mammaires sont biologiquement actifs. 

L'utilisation d'anticorps neutralisants dans le milieu de culture (sans sérum) des 

cellules mammaires nous permet en plus de déduire que le facteur de croissance 

produit est sécrété dans le milieu extracellulaire et qu'il est capable de stimuler la 

prolifération de ces cellules selon une boucle autocrine externe. 

En général, les résultats PCR corroborent ceux concernant l'expression des 

protéines FGFl et FGF2. En effet, les cellules (CEMN, HBL-100 et MDA-MB-231) 

exprimant la protéine FGFl contiennent des niveaux importants d'ARNm FGFl. 

La lignée MCF-7 contient peu de facteurs et moins de transcrits par rapport aux 

autres cellules. D'après les résultats ElA, la lignée cancéreuse la plus invasive 

MDA-MB-231 semble produire plus de facteur FGFl que les cellules normales ou 

transformées. Cependant, la lignée cancéreuse invasive MCF-7 en contient 

beaucoup moins. Les résultats PCR montrent par contre une plus forte 
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transcription des ARNm FGFl dans les cellules normales et transformées 

comparativement aux cellules cancéreuses MDA-MB-231. Ce paradoxe suggère une 

différence dans le contrôle de la traduction des transcrits FGFl dans les différentes 

lignées et dans les cellules normales. Cette différence dans la traduction pourrait 

être due à l'expression différentielle des transcrits lA, lB, lC et lD. En effet, des 

travaux de plus en plus nombreux permettent de montrer le rôle important des 

séquences 5' et 3' non codantes des ARNm dans le contrôle de la traduction. Roy et 

collaborateurs (1992) ont montré qu'une séquence 5' non codante (NC), présente sur 

un transcrit chimère v/c-fos est nécessaire à l'activité déstabilisante de la séquence 

riche en A+U située en région 3' NC. En absence de ce déterminant, la demi-vie du 

messager est augmentée. Les mêmes séquences 5' et 3' NC contrôlent une 

dégradation sélective des ARNm du GM-CSF (Shaw et Kamen, 1986). 

Il a été montré que l'épissage alternatif peut également contrôler la stabilité 

des ARNm. Deux transcrits alternativement épissés du PDGFf3/c-sis contiennent 

une région 5' NC plus ou moins longue. Les transcrits courts, traduits efficacement, 

sont plus rapidement dégradés que les transcrits longs, plus faiblement traduits 

(Fen et Daniel, 1991). On notera dans notre étude que les cellules normales 

expriment intensement les transcrits longs (lA, lB) alors que les cellules 

cancéreuses MDA-MB-231 expriment davantage les transcrits courts lD. Ceci 

pourrait donc expliquer le fait que le taux de traduction soit plus important dans 

les MDA-MB-231 par rapport aux CEMN. 

Les régions 5' NC peuvent contrôler la traduction en contrôlant son 

initiation. Ainsi, Rao ef collaborateurs (1988) ont montré que les 125 bases les plus 

en aval de la région 5' NC du PDGF-2/c-sis diminuaient, d'un facteur 40, l'efficacité 

de traduction du facteur de croissance. Cette atténuation de la traduction due aux 

structures secondaires a aussi été démontrée pour le TGFf31. Par ailleurs, les 

séquences non codantes peuvent être impliquées dans la compartimentation des 

ARNm (Gottlieb, 1992) et même induire une suppression de tumeur dans des 

cellules spécialisées (Rastinejad et al., 1993). L'expression du transcrit lA 

spécifiquement dans les cellules normales pourrait donc jouer un rôle dans le 

maintien d'une prolifération normale de ces cellules. L'absence totale de ce transcrit 

dans les cellules transformées et cancéreuses, caractérisées par une croissance 
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illimitée, ajoute à la crédibilité de cette hypothèse. De plus, il a été montré 

récemment que la traduction des ARNm de l'IGF-II, qui diffèrent uniquement dans 

leur région 5' NC, est contrôlée par la prolifération cellulaire (Nielsen et al., 1995). 

Ainsi, le transcrit de 4,8 kb (mineur) est engagé dans la synthèse du précurseur de 

l'IGF-II alors que le transcrit de 6,0 kb (majeur et ne semble pas être traduit) est 

sélectivement mobilisé et traduit dans les cellules en phase exponentielle de 

croissance. Il est possible que la région 5' NC des ARNm du FGF1 contribue à une 

ou à plusieurs de ces propriétés. L'expression différentielle des 4 types de transcrits 

FGF1 dans les cellules normales et les cellules cancéreuses de sein pourrait donc 

jouer un rôle clé dans le contrôle de la synthèse et de l'activité biologique du FGFl. 

Le facteur de croissance FGF2 est produit davantage dans les cellules 

épithéliales mammaires normales que dans les cellules transformées ou 

cancéreuses. La technique PCR confirme ce résultat au niveau transcriptionnel: 

l'ARNm du FGF2 est plus abondant dans les cellules normales que dans les cellules 

cancéreuses et n'a pu être détecté dans la lignée MCF-7. Ces résultats sont en 

accord avec ceux montrant que le niveau des transcrits FGF2 est plus élevé dans 

les tissus mammaires humains normaux, néoplasiques bénins ou hyperplasiques 

que dans les tissus tumoraux de sein (Luqmani et al., 1992; Anandappa et al., 1994 

; Smith et al., 1994 ; Penauld-Uorca et al., 1995). Nous pouvons déduire des 

résultats obtenus que la production de FGF2 n'est pas liée directement à la 

tumorigenèse. Néanmoins, d'après notre étude sur la lignée MDA-MB-231 (El 

Y azidi et Boilly-Marer, 1995), le FGF2 est impliqué dans la stimulation de la 

prolifération de ces cellules selon une boucle autocrine externe. Cette 

autostimulation des cellules MDA-MB-231 pourrait donc expliquer leur croissance 

importante dans le milieu dépourvu de sérum et leur indépendance vis-à-vis du 

FGF exogène (Peyrat et al., 1991). Si le FGF2 n'est pas directement lié à la 

tumorigenèse, ce facteur de croissance est néanmoins impliqué dans la prolifération 

des cellules épithéliales mammaires. 

Une autre protéine de 18 kDa affine pour l'héparine, HB-GAM/PTN 

("heparin-binding growth associated molecule/pleiotrophin"), est sécrétée par les 

cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 (Wellstein et al., 1992). Une lignée 

cellulaire de carcinome rénal transfectée par l'ADNe de cette molécule devient 
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tumorigène dans la souris nude et sa prolifération devient indépendante de 

l'ancrage (Fang et al., 1992). De plus, 62% des tumeurs mammaires, analysées dans 

cette étude, expriment de hauts niveaux d'ARNm de HB-GAM. Cette molécule 

pourrait donc stimuler la prolifération des cellules cancéreuses mammaires de 

manière autocrine. Le rôle direct de HB-GAM dans la stimulation de la croissance 

tumorale a été démontré sur une lignée cellulaire de mélanome humain. Czubayko 

et collaborateurs (1994b) ont en effet montré que l'inhibition de la production de 

HB-GAM, dans les cellules transfectées par un ribozyme dirigé contre le messager 

de cette molécule, empêche la formation de colonies par ces cellules et leur 

croissance tumorale dans la souris. 

Notre étude nous a également permis de montrer qu'il n'existe pas de 

corrélation entre l'expression du FGFl et celle du FGF2 dans les cellules 

épithéliales mammaires. En effet, les cellules normales (CEMN) et les HBL-100 

expriment de hauts niveaux de FGFl et peu de FGF2. Anandappa et collaborateurs 

(1994) ont constaté cette absence de relation entre l'expression de ces deux facteurs 

de croissance dans les tissus mammaires normaux et cancéreux. 

Par ailleurs, si l'expression du FGF2 semble plutôt corrélée au statut normal 

des cellules, l'expression des transcrits FGFl est aussi importante dans les cellules 

normales que dans les cellules cancéreuses MDA-MB-231 et beaucoup plus faible 

dans les cellules cancéreuses MCF-7. Il semble donc ne pas exister de corrélation 

entre l'expression du FGFl et l'état tumoral. Cependant, des résultats 

contradictoires ont été publiés. Smith et collaborateurs (1994) montrent que le 

FGFl est plus exprimé dans les tissus tumoraux que dans les cancers bénins ou 

tissus normaux. Anandappa et collaborateurs (1994) montrent le contraire. Sur la 

base de l'expression globale du FGFl, nous ne pouvons conclure clairement sur une 

corrélation entre l'expression du FGFl et le phénotype cellulaire (normal ou 

tumoral). La réponse pourrait résider dans la production différentielle des 

messagers FGFl (lA, lB, lC et lD) et dans le contrôle de la traduction du facteur 

par ces différents transcrits. L'épissage alternatif génère une diversité dans la 

région 5' NC susceptible de réguler la production protéique en contrôlant l'initiation 

et le taux de la traduction. Il a été montré, pour certains gènes, que ce mécanisme 

en contrôlant l'activité biologique de facteurs de croissance, intervient dans la 
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signalisation cellulaire. Le taux de traduction du FGFI dans les cellules 

cancéreuses MDA-MB-23I est augmenté comparativement aux cellules normales. 

Cette répression de la synthèse de FGFI dans les cellules normales pourrait être 

due à l'expression différentielle des transcrits FGFI précédemment discutée. Les 

MCF-7, cellules cancéreuses et invasives, produisent cependant moins de facteur 

FGFI que les cellules normales ; il ne peut donc être établi de corrélation entre la 

production de FGFI et le statut tumoral des cellules. 

Une différence dans la réceptivité des cellules vis-à-vis de ce facteur de 

croissance et dans son activité biologique pourrait également faciliter la 

compréhension du rôle du FGF dans la tumorigenèse mammaire. Une étude récente 

portant sur l'expression des 4 gènes connus spécifiant les récepteurs au FGF 

montre que les récepteurs FGF RI, R2 et R4 sont exprimés à différents niveaux 

dans les I03 carcinomes du sein étudiés (Penault-Llorca et al., I995). Le tissu 

normal exprime le FGF R1 (Jacquemier et al., I994). Sur les 103 carcinomes, le 

FGF R1 est amplifié dans 22% des cas ; ce résultat est conforme à ceux rapportés 

par d'autres équipes (Theillet et al., I993; Jacquemier et al., I994). Le FGF R2 est 

surexprimé dans seulement 4% des cas étudiés et le FGF R4 dans 32% des cas. Ces 

résultats sont également en accord avec ceux obtenus par McLeskey et 

collaborateurs (1994) sur les lignées cellulaires de tumeur de sein et sur les 

tumeurs elles-mêmes (Luqmani et al., I992). L'étude des isoformes du FGF RI, 

générées par l'épissage alternatif du messager, montre que l'isoforme à deux 

boucles immunoglobuliniques (2-Ig) est la seule majoritairement exprimée dans les 

tumeurs mammaires (Luqmani et al., I992 ; Coombes et al., I994; Penault-Llorca 

et al., I995 ). L'isoforme à 3-Ig est mise en évidence dans seulement 14% des 

tumeurs (Penault-Llorca et al., I995). L'affinité des différentes isoformes de 

récepteurs FGF pour le ligand diffère en fonction de l'exon concerné (Yan et al., 

I993 ; Itoh et al., I994 ; Yamaguchi et al., I994). Les altérations structurales du 

récepteur au FGF et/ou l'expression différentielle de ses isoformes pourraient jouer 

un rôle important dans la tumorigenèse mammaire. L'épissage alternatif et 

l'activation des gènes FGF et FGF R dans les cellules épithéliales de carcinomes de 

la prostate sont impliqués dans l'indépendance de ces cellules vis-à-vis du stroma et 

dans leur malignité. 
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La tumorigenèse étant un processus multifactoriel, la compréhension du rôle 

exact du FGF dans le cancer du sein nécessite davantage d'informations. Pour 

comprendre le rôle de la production du FGF dans ce type de cancer et d'après les 

résultats obtenus dans notre étude, il serait important d'examiner l'expression des 

3 transcrits FGF-1, A'/B, l.A'/E et l.A'/F, et d'étudier le rôle biologique de l'épissage 

alternatif du messager FGFL 
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REGULATION DU FGFl ET DU FGF2 PAR LE SERUM 

Ce travail a fait l'objet d'un article soumis à publication dans Biochem. 

Biophys. Res. Commun sous le titre "Differentiai regulation by serum of the 

different FGF mRNA expression in mammary epithelial cells ". Renaud F., El 

Yazidi I., Boilly-Marer Y., Courtois Y., Laurent M. 

I. INTRODUCTION 

De nombreux travaux ont contribué à montrer que la production de facteurs 

de croissance régule la prolifération et/ou la différenciation des cellules 

productrices elles-mêmes (action autocrine) ou de cellules voisines (action 

paracrine). Par conséquent, l'altération de cette production ou de la réponse à ces 

facteurs de croissance pourrait constituer des événements importants à l'origine de 

pathologies multiples. L'élucidation des mécanismes qui régulent la synthèse des 

facteurs de croissance serait cruciale pour le développement de stratégies nouvelles 

pour le traitement de certaines maladies. Dans le cas du cancer, la croissance d'une 

tumeur solide suppose une prolifération cellulaire active et une néovascularisation 

tumorale importante. Pour leur activité mitogène et angiogène, les facteurs de 

croissance FGF1 et FGF2 ont été parmi les premiers candidats suspectés comme 

ayant un rôle dans la tumorigenèse. Ce rôle fut largement démontré pour diverses 

tumeurs (voir chapitre sur les rôles biologiques des FGF). Dans ce contexte, il 

devient important de comprendre la régulation de l'expression génique des facteurs 

de croissance FGF1 et FGF2. Sous quelles conditions physiologiques les promoteurs 

de ces deux gènes sont-ils activés? C'est à cette question que ce chapitre tente de 

répondre dans le cas particulier du cancer du sein. 

Le sérum est un milieu biologique complexe qui contient en particulier des 

facteurs de croissance et des hormones. Il a été montré que le sérum induit une 

augmentation de la quantité d'ARNm du FGF2 dans les fibroblastes en culture 

(Sternfeld et al., 1988). En milieu dépourvu de sérum, le traitement de fibroblastes 

en croissance rapide par du sérum de veau fœtal induit une augmentation 

significative des transcrits FGF2 dès 2 heures de traitement (Cook et al., 1990). Le 

messager FGF1 est plus modestement induit dans ces conditions. Dans cette même 
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étude, la stimulation par le sérum de kératinocytes en prolifération n'a aucun effet 

sur les faibles niveaux de messagers FGF1 et FGF2 exprimés dans ces cellules. Ces 

résultats suggèrent que des facteurs contenus dans le sérum peuvent induire 

l'expression de facteurs de croissance. Cette expression et sa régulation varient 

différemment dans des types cellulaires intimement associés in vivo. Les 

événements observés in vitro pourraient être le reflet de l'expression de ces gènes 

(FGF1 et FGF2) et de la réponse de différents types cellulaires aux facteurs de 

croissance libérés lors d'une blessure ou d'une tumeur in vivo. 

Le FGF1 et le FGF2 sont deux facteurs angiogènes puissants (Folkman et 

Klagsbrun, 1987) dont la production par les cellules musculaires lisses de veine est 

fortement stimulée dans des conditions de culture hautement favorables (présence 

de sérum ou de facteurs de croissance) (Cook et al., 1990 ; Winkles et Gay, 1991 ; 

Chotani et al., 1995). Ces observations in vitro pourraient être le reflet d'une 

situation in vivo où la production de facteurs de croissance est augmentée et où des 

actions autocrines et/ou paracrines complexes contrôlent l'expression de gènes. 

Nous nous sommes posés la question de savoir si la tumeur mammaire ne 

correspondrait pas à cette situation où la surproduction de facteurs de croissance 

divers favoriserait l'expression des FGF1 et 2. La surproduction par la tumeur de 

facteurs mitogènes et angiogènes pourrait être activée in vitro par une stimulation 

par le sérum de veau fœtal. L'étude comparative de la régulation par le sérum de 

l'expression des gènes FGF1 et FGF2 entre les cellules épithéliales mammaires 

normales et les cellules cancéreuses pourrait être un élément de réponse clé pour la 

compréhension du rôle de ces facteurs dans le cancer du sein. Plus encore, cette 

comparaison pourrait nous permettre d'analyser des différences éventuelles dans le 

type de promoteur du gène FGF1 mis en jeu dans les conditions très favorables à la 

croissance. Pour cela, nous avons incubé les cellules épithéliales mammaires 

normales, les cellules transformées HBL-100 et les lignées cancéreuses en présence 

de 10% de sérum de veau fœtal après un sevrage de 24 heures. Pour chaque type 

cellulaire, le témoin consiste à maintenir les cellules dans du milieu dépourvu de 

sérum. 
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Il. RESULTATS 

A. Les protéines 

La production des polypeptides FGF1 et FGF2 en présence ou non de 

10% de sérum de veau fœtal est analysée par dosage ElA. Nous constatons d'après 

la figure 19 qu'en présence de sérum la production de FGF1 dans les cellules 

normales (CEMN) et dans la lignée cancéreuse MCF-7 est diminuée de moitié par 

rapport à la quantité présente en absence de sérum. A l'inverse, la lignée 

transformée HBL-100 et la lignée cancéreuse MDA-MB-231 montrent une 

stimulation de la synthèse de ce facteur de croissance en présence de sérum 

(doublement et augmentation d'un tiers respectivement). Dans les deux cas, 

absence ou présence de sérum, la lignée cancéreuse la plus invasive MDA-MB-231 

produit une quantité de FGF1 plus importante que les autres cellules. Cette 

production pourrait rendre compte de son caractère hautement prolifératif. 
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Figure 19. Etude de la régulation du FGF1 par le sérum dans les cellules 
epithéliales mammaires. Quantification par ElA. 

Les cellules sont incubées en présence de 10% de sérum de veau foetal (SVF) ou 
sans (sevrage: sev.). 

La comparaison de la régulation du FGF1 par le sérum permet de constater 

qu'en présence de sérum les cellules normales sont induites à diminuer la synthèse 
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de FGF1 alors que la lignée cancéreuse hautement métastasique MDA-MB-231 et 

la lignée transformée HBL-100 sont induites dans le sens d'une stimulation de 

cette synthèse. Nous sommes tentés, d'après ces résultats, de suggérer qu'en 

conditions physiologiques favorables à la prolifération cellulaire (présence de 

sérum), les cellules normales maintiennent l'homéostasie tissulaire en diminuant la 

production de facteurs mitogènes (dont le FGF1). A l'opposé, dans ces mêmes 

conditions les cellules transformées ou cancéreuses seraient induites à stimuler 

leur propre prolifération par une augmentation de la synthèse de facteurs de 

croissance (autocrinie). L'analyse du résultat obtenu sur la lignée cancéreuse MCF-

7 rendait impossible l'établissement d'une corrélation entre une surproduction de 

FGF1 et la tumorigenèse. A notre surprise, dans cette lignée cancéreuse, la 

présence de sérum régule négativement la synthèse de FGFL Ce comportement, 

semblable à celui des cellules normales, nous permet de conclure que la régulation 

du facteur FGF1 par le sérum est cellule-spécifique et ne dépend pas uniquement 

du statut normal ou tumoral des cellules. Néanmoins, il est important de rappeler 

que la lignée cancéreuse MCF-7 est peu invasive et qu'elle produit peu de FGF1 

comparativement à la lignée très invasive MDA-MB-231. 

Les résultats de quantification ElA de la protéine FGF2 lors de ce test sont 

en moyenne de l'ordre de 0,2 ng de FGF2/mg de protéines. Ces quantités sont trop 

faibles pour être considérées comme significatives dans ce test de régulation par le 

sérum. 

B. Les transcrits 

La régulation par le sérum du taux de transcription du gène FGF1, dans les 

cellules épithéliales mammaires humaines normales, transformées ou cancéreuses, 

est analysée par RT-PCR parallèlement et dans les mêmes conditions que pour 

l'analyse de la régulation de la synthèse du FGFL Après un sevrage de 24 h, les 

cellules sont incubées 24 h en présence ou non de 10% de sérum de veau fœtal. 

L'étude de ces régulations est réalisée pendant la phase exponentielle de 

l'amplification PCR (30 cycles) afin de pouvoir comparer les niveaux de transcrits 

dans les deux conditions du test. La constance de l'efficacité d'amplification PCR est 

contrôlée par la co-amplification d'un témoin externe: la nitrate réductase. Le taux 

d'ARNm du FGF1 est modulé par le sérum dans les cellules normales (CEMN), les 
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HBL-100 et les MDA-MB-231 (Fig. 20A). Le sérum induit une diminution du 

niveau des transcrits FGF1 dans les cellules normales CEMN et les cellules 

transformées HBL-100 (Fig. 20A, lignes 1, 3). Les cellules MDA-MB-231 montrent, 

quant à elles, une augmentation du taux d'ARNm du FGF1 après traitement par le 

sérum (Fig. 20A, ligne 5). Les taux d'ARNm du FGF1 en conditions de sevrage pour 

les CEMN, les HBL-100 et les MDA-MB-231 figurent sur les lignes 2, 4 et 6 de la 

figure 20A respectivement. Quarante cycles d'amplification PCR ont été nécessaires 

pour la détection des transcrits FGF1 dans les lignées cancéreuses MCF-7 et BT-20 

et ce dans les 2 conditions du test (Fig. 20B). Le sérum induit une légère 

diminution du taux des messagers FGF1 dans la lignée MCF-7 (Fig. 20B, ligne 9). 

Aucune variation du taux de transcrits FGF1 n'est observée dans la lignée BT-20 

après traitement au sérum (Fig. 20B, ligne 7). Les niveaux de messagers FGF1 en 

absence de sérum sont présentés dans la figure 20B, ligne 8 pour les BT-20 et ligne 

10 pour les MCF-7. Cependant, les niveaux de messagers FGF1 dans ces 2 lignées 

sont trop faibles pour pouvoir affirmer que la modulation observée dans la lignée 

MCF-7 est significative. Les résultats RT-PCR obtenus dans l'étude de la régulation 

des transcrits FGFl par le sérum confirment ceux enregistrés après dosage ElA de 

la protéine correspondante pour les CEMN et les lignées cellulaires MDA-MB-231 

et MCF-7. Par contre, la modulation négative du transcrit FGF1 dans la lignée 

HBL-100 va à l'encontre de la régulation positive de la protéine correspondante. 

A 8 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

NMEC HBL 100 MDA BT 20 MCF7 

Figure 20. Analyse par RT-PCR de la régulation des transcrits FGF1 par le sérum. 

A. Régulations observées à 30 cycles d'amplification PCR; les lignes 2, 4 et 6 
représentent les expressions des transcrits FGF1 en absence de sérum de veau 
foetal. les lignes 1, 3 et 5 montrent les expressions des ARNm FGF1 en présence de 
10% de sérum. B. L'expression du FGFl dans les deux conditions de culture est 
détectée à 40 cycles dans les cellules BT-20 et MCF-7. 
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A 35 cycles d'amplification PCR, les cellules normales et les HBL-100 ne 

montrent pas de modification du taux des transcrits FGF2 après addition de sérum 

(Fig. 21, lignes 2 et 4 respectivement). Les taux de transcrits FGF2 en absence de 

sérum sont portés dans les lignes 1 et 3 de la figure 21. Les taux d'ARNm FGF2 

dans les lignées MDA-MB-231 , MCF-7 et BT-20 sont trop faibles (voire 

indétectables) et ne permettent pas d'analyser leur modulation par le sérum. 

CEMN HBL-100 

1 2 3 4 

FGF2 ~ 174 pb 

NR~ 75 pb 

Figure 21. Analyse par RT-PCR de la régulation par le sérum des transcrits FGF2 
dans les cellules mammaires normales (CEMN) et immortalisées (HBL-100). 

Les lignes 1 et 3 représentent la culture en absence de sérum; les lignes 2 et 4 
correspondent à la culture en présence de 10% de sérum de veau foetal. 
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Suite aux résultats obtenus (chapitre I) montrant l'expression différentielle 

des 4 transcrits contenant l'un des exons non codants (-lA, -lB, -lC ou -lD), nous 

étions tentés d'analyser la régulation par le sérum des 4 types de transcrits FGFl. 

Cette étude pouvait nous indiquer le ou les transcrits impliqués dans cette 

régulation et donc nous permettre de découvrir le promoteur du gène FGFl sensible 

au sérum dans les différents types cellulaires. L'addition de sérum au milieu de 

culture des cellules normales induit la disparition des transcrits lA, une 

diminution importante des transcrits lB mais une augmentation des transcrits lC 

et lD (Fig. 18, ligne 1, CEMN, voir chapitre I). La comparaison des signaux des 

lignes 1 et 2 de la figure 18 permet de conclure que la diminution du taux de 

l'ensemble des transcrits FGFl (COD) en présence de sérum est due, du moins en 

partie, à la diminution des transcrits lA et lB ; le transcrit lB n'est encore que 

faiblement présent. En absence de sérum la lignée transformée HBL-100 exprime 

uniquement les transcrits lC et lD (Fig. 18, ligne 4). Le sérum module 

négativement le transcrit lC alors que le transcrit lD est légèrement augmenté 

(Fig. 18, ligne 3). Dans la lignée transformée HBL-100, la diminution du taux de 

l'ensemble des transcrits FGFl (COD) est due, du moins en partie, à la disparition 

des transcrits lC. En présence de sérum, les transcrits FGFl (COD) présents dans 

les cellules HBL-100 seraient représentés par le type lD. En absence de sérum, la 

lignée MDA-MB-231 exprime les transcrits lB et lD (Fig. 18, ligne 6). L'addition de 

sérum à une culture en sevrage des cellules MDA-MB-231 induit la disparition des 

messagers lB mais une augmentation des transcrits lC et lD (Fig. 18, ligne 5). 

L'augmentation de tous les messagers FGFl (COD) en présence de sérum serait 

due, du moins en partie, à l'apparition du type lC et à l'augmentation du type lD. 

L'étude de la régulation par le sérum des 4 types de transcrits FGFl a été 

également réalisée sur les lignées MCF-7 et BT-20 mais seul le transcrit lD a été 

détecté à un très faible niveau (résultat non montré). Les taux d'expression des 

messagers FGFl dans ces 2 lignées cellulaires sont très faibles. On ne peut 

cependant pas affirmer que les autres transcrits (lA, lB et lC) ne sont pas détectés 

parce qu'ils ne sont pas exprimés; la méthode n'est peut-être pas assez sensible. 

La comparaison de la régulation par le sérum de chaque type de messagers 

FGFl entre les différentes lignées cellulaires (Fig. 18) met en évidence des 
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régulations différentielles. Seul le transcrit lD est modulé dans le même sens 

(positif) dans toutes les cellules mammaires: normales, transformées et 

cancéreuses. Les transcrits lB et lC sont régulés dans le même sens dans les 

cellules normales et la lignée cancéreuse MDA-MB-231. Dans la lignée transformée 

HBL-100, le transcrit lC montre une modulation inverse par rapport à celle 

observée dans les CEMN et les MDA-MB-231. Ces résultats mettent en évidence 

des régulations complexes dépendant du type de messager FGFl et du type 

cellulaire. Dans chaque type cellulaire, le sérum induit des régulations 

différentielles des 4 types de transcrits lA, lB, lC et lD. 

III. DISCUSSION, CONCLUSIONS 

Pour l'ensemble des cellules épithéliales mammaires étudiées (normales, 

transformées ou cancéreuses), le sérum n'induit aucune modulation de l'expression 

du gène FGF2. La quantité de la protéine correspondante étant relativement faible, 

aucune conclusion n'a pu être tirée quant à sa régulation par le sérum. Dans les 

cellules épithéliales mammaires humaines et indépendamment de l'état 

physiologique de la cellule (normale ou maligne), le gène FGF2 semble être 

insensible au sérum. Cependant, une régulation positive de ce gène par le sérum a 

été mise en évidence dans des fibroblastes de peau néonatale humaine (Cook et al., 

1990) et dans des cellules musculaires de vaisseaux sanguins humains (Winkles et 

Gay, 1991 ; Chotani et al., 1995). L'activation du promoteur du gène FGF2 par le 

sérum semble dépendre du type cellulaire. 

Les résultats RT-PCR obtenus dans l'étude de la régulation des messagers 

FGFl par le sérum corroborent les résultats du dosage ElA de la protéine pour tous 

les types cellulaires sauf dans le cas de la lignée HBL-100. Dans la lignée 

transformée HBL-100, le sérum induit une diminution du taux de l'ensemble des 

transcrits FGFl alors que la protéine est augmentée. Ce paradoxe pourrait être 

levé si l'on suppose une augmentation du taux de traduction du messager induit 

par le sérum et en l'occurrence le messager lD. Cette traduction serait accrue par 

augmentation du taux de transcription et/ou de la stabilité du messager. 

Des régulations par le sérum de l'expression du FGFl ont été observées dans 

plusieurs types cellulaires. Le sérum induit une augmentation du messager FGFl 
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dans les fibroblastes de peau néonatale humaine (Cook et al., 1990) et les cellules 

musculaires lisses de vaisseaux humains (Winkles et Gay, 1991 ; Chotani et al., 

1995). Winkles et Gay (1991) montrent que l'incubation des cellules musculaires 

lisses quiescentes en présence de sérum de veau fœtal induit une augmentation de 

la production d'ARNm et de protéines FGF1 et FGF2 dans ces cellules. Ces 

augmentations sont équivalentes à celles obtenues lors de l'incubation des cellules 

en présence de différentes combinaisons de facteurs de croissance tels que le 

TGF~1, l'EGF, l'IGF-I et le PDGF. Ces résultats indiquent que les facteurs de 

croissance contenus dans le sérum peuvent coopérer pour l'induction de l'expression 

des gènes FGF1 et FGF2. Par ailleurs, le traitement par le sérum en présence de 

cycloheximide n'altère pas l'augmentation des messagers FGF observée en présence 

de sérum seul. Cette expérience prouve que cette augmentation ne requiert pas de 

synthèse protéique active. Par conséquent, les gènes FGF1 et FGF2 pourraient être 

inclus dans la famille des gènes précoces de la réponse immédiate au sérum. De 

plus, l'augmentation des transcrits consécutive à l'addition de sérum n'est pas due 

uniquement à une stabilisation de messagers existants mais plutôt à une synthèse 

de novo d'ARNm: le traitement simultané par le sérum et l'actinomycine D empêche 

l'augmentation du taux de transcrits observée en présence de sérum seul. Le gène 

FGFl contient une séquence ADN de type élément de réponse au sérum (tableau 

XIII, chapitre 3) qui pourrait être la cible et l'activateur des promoteurs FGFl. 

Pour le même type cellulaire, épithéliale mammaire humaine, nous avons 

caractérisé différentes régulations par le sérum de l'expression du gène FGFl. 

Alors qu'aucune modulation ne survient dans la lignée cancéreuse BT-20, une 

régulation positive est observée dans la lignée cancéreuse très invasive MDA-MB-

231 et une régulation négative est observée dans les cellules normales, 

transformées ou cancéreuses MCF-7. Ces résultats montrent qu'il n'existe pas de 

corrélation directe entre l'influence du sérum sur l'expression du FGFl et le 

caractère normal ou tumorigène des cellules. La modulation par le sérum du gène 

FGF1 semble être un phénomène complexe, mais il est peut-être important de noter 

que seule la lignée cancéreuse tumorigène très invasive MDA-MB-231 répond au 

sérum par une activation du gène FGFl. Il serait intéressant d'élargir ces études à 

d'autres lignées cancéreuses plus ou moins tumorigènes. Cela pourrait nous 
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permettre d'analyser une relation éventuelle entre la transformation cellulaire et la 

modification d'éléments régulateurs impliqués dans la régulation normale du gène 

FGFL L'étude d'un large spectre de cellules obtenues par transformation ou 

cancérisation pourrait en plus constituer un support très approprié pour la 

caractérisation des éléments régulateurs. 

Les résultats obtenus sur la régulation des différents transcrits FGFl (lA, 

lB, lC et lD) mettent en évidence des modulations fines et complexes du gène 

FGFl par le sérum. En condition défavorable à la croissance (absence de sérum), 

les cellules épithéliales mammaires utilisent des promoteurs différents: les cellules 

normales utilisent préférentiellement les promoteurs lA et lB, les cellules 

transformées HBL-100 utilisent les promoteurs lC et lD et la lignée cancéreuse 

MDA-MB-231 utilise les promoteurs lB et lD. Nous sommes dès lors tentés 

d'admettre que l'usage alternatif des promoteurs du gène FGFl dépend de l'état 

physiologique de la cellule (normale ou transformée). Le traitement par le sérum 

modifie l'usage alternatif des promoteurs du gène FGFl pour toutes les cellules 

considérées. En condition favorable à la croissance (présence de sérum), les cellules 

normales utilisent les promoteurs lB, lC et lD, les cellules transformées HBL-100 

et les cellules cancéreuses MDA-MB-231 font quant à elles usage du promoteur lD 

uniquement. Le promoteur lD est particulièrement utilisé après traitement par le 

sérum de cellules épithéliales mammaires préalablement sevrées. Ce phénomène 

d'utilisation alternative de promoteurs FGFl sous l'influence de sérum a été 

observé pour les cellules musculaires lisses de veines saphènes humaines (Chotani 

et al., 1995). Les cellules musculaires lisses en croissance normale utilisent le 

promoteur lD. Après sevrage, le traitement de ces cellules par le sérum induit 

l'activation du promoteur lC. La comparaison du comportement des cellules 

musculaires lisses normales avec celui des cellules épithéliales mammrures 

normales semble indiquer que la régulation alternative des promoteurs du gène 

FGFl par le sérum dépend du type cellulaire. Ceci n'est pas surprenant puisque 

l'épissage alternatif du transcrit FGFl génère différents transcrits répartis de façon 

tissu- et cellule-spécifique (Philippe et al., 1992 ; Myers et al., 1993 ; Payson et al., 

1993). 
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Après addition de sérum, le taux de la protéine FGFl est diminué dans les 

cellules épithéliales mammaires normales et augmenté dans les cellules 

transformées HBL-100 et cancéreuses MDA-MB-231. Ce contrôle différentiel de la 

traduction pourrait être dû, du moins en partie, à l'expression différentielle 

observée pour les 4 transcrits lA, lB, lC et ID du FGFl. En effet, les régions 5' non 

codantes sont impliquées dans le contrôle de la traduction en jouant un rôle dans la 

stabilité des messagers et dans l'initiation et l'efficacité de la traduction (Shaw et 

Kamen, 1986 ; Rao et al., 1988 ; Roy et al., 1992). Les séquences 5' non codantes 

partagent quelques caractéristiques communes telles que la haute teneur en G+C, 

de multiples codons ATG et des séquences capables de former des structures de 

boucle en épingle à cheveux. Il est à noter que l'exon -lA contient plusieurs codons 

ATG en amont de la région codante et des séquences capables de former ces 

structures de boucle en épingle à cheveux à deux endroits différents (Myers et al., 

1993). L'exon non codant -lB ne contient pas de codon ATG mais contient des 

structures pouvant former des boucles à deux endroits également, l'exon -lC 

contient un site d'initiation unique alors que l'exon -ID en contient plusieurs. Or il 

a été montré que la progression du ribosome lors du processus de la traduction peut 

être inhibée par des structures secondaires fortes de l'ARNm (Rao et al., 1988). De 

même, l'existence de un ou plusieurs codons AUG en amont du codon d'initiation de 

la protéine codée par le transcrit diminue l'efficacité de la traduction. Plusieurs 

gènes régulent l'efficacité de traduction de leurs transcrits de cette façon, c'est le 

cas, par exemple, du facteur de croissance TGFp 3 (Arrick et al., 1991). Les cellules 

épithéliales mammaires étudiées montrent des expressions et des régulations 

différentielles des transcrits FGFl ainsi que des différences dans le contrôle de la 

traduction du FGFL Du fait que ces différences puissent être liées à l'usage 

alternatif d'exons non codants, les cellules épithéliales mammaires humaines 

normales, transformées et cancéreuses pourraient constituer un système très 

intéressant pour l'étude des régulations du gène FGFl et des éléments régulateurs 

cis et trans impliqués. 

Le FGFl est mitogène pour les cellules endothéliales vasculaires et les 

cellules musculaires lisses de vaisseaux sanguins (Castellot et al., 1989), elles­

mêmes capables de produire ce facteur (Winkles et al., 1987; Mansoon et al., 1990 ; 
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Weich et al., 1990). La régulation précise de l'expression génique du FGF1 serait 

donc un élément critique dans le contrôle de la croissance des cellules vasculaires. 

La néovascularisation requiert la prolifération des cellules endothéliales 

indispensable à la formation des capillaires. La dérégulation de l'expression du 

gène FGF1 et/ou la surproduction du facteur par les cellules endothéliales 

vasculaires, les cellules musculaires lisses des vaisseaux et les cellules épithéliales 

de la tumeur pourraient donc favoriser la néovascularisation péri tumorale. 

Les études sur la régulation de l'expression du gène FGF1 trouveraient toute 

leur importance dans la compréhension et le traitement de la néovascularisation 

dans des pathologies vasculaires telles que l'athérosclérose, l'hypertension et la 

tumeur solide. 



.~~- ·-· 



112 

REGULATION DES FGFI ET FGF2 PAR LES OESTROGENES 

Une partie des résultats exposés dans ce chapitre a fait l'objet d'une 

publication soumise à publication dans Experimental Cell Research, "Production 

and estrogen regulation of FGF1 and FGF2 in normal and cancer breast cells" El 

Yazidi I., Renaud F., Courtois Y., Boilly-Marer Y. 

I. INTRODUCTION 

Le développement normal de la glande mammru.re résulte de diverses 

interactions entre le parenchyme et le stroma adjacent. La prolifération des cellules 

épithéliales mammaires est sous le contrôle d'hormones stéroïdes et de facteurs de 

croissance (Imagawa et al., 1994a). L'EGF (Ethier et al., 1990), le TGFa (Bates et 

al., 1990), le FGF1 (Imagawa et al., 1994b), le FGF2 (Takahashi et al., 1989) et 

l'IGF-I (Braunrucker et Stemberger, 1989) promeuvent la prolifération des cellules 

épithéliales mammaires. La glande mammaire est elle-même capable de produire 

des facteurs de croissance: l'EGF et/ou le TGFa (Zajckowski et al., 1988 ; Bates et 

al., 1990), l'IGF-I et ses protéines de liaison (Yee et al., 1989 ; Forsyth, 1989) ainsi 

que le FGF2 (Flamm et al., 1989 ; Gomm et al., 1991). De plus, la composante 

épithéliale de cette glande sécrète un facteur de croissance autocrine qui lui est 

propre, connu sous le nom de MDGF-I ("Mammary Derived Growth Factor-l") 

(Bano et al., 1985). La croissance du tissu mammaire normal est limitée par la 

sécrétion de facteurs inhibiteurs de prolifération tels que le TGF~ (Valverius et al., 

1989) et des facteurs inhibiteurs propres à la glande mammaire: la mammastatine 

(Ervin et al., 1989) et le MDGI ("Mammary Derived Growth Inhibitor") (Bohmer et 

al., 1987). Le contrôle de la croissance de la glande mammaire est un phénomène 

complexe qui implique des interactions mutuelles entre facteurs de croissance, 

facteurs inhibiteurs de prolifération et hormones. In vitro la progestérone et la 

prolactine stimulent de façon directe la prolifération des cellules épithéliales 

mammaires alors que les œstrogènes ne sont pas de véritables agents mitogènes 

pour ces cellules (Edery et al., 1984; Gabelman et Emerman, 1992). En réalité, les 

œstrogènes jouent un rôle important dans le développement de la glande 

mammaire. Ces hormones stimulent la sécrétion de la prolactine et la production 
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des récepteurs à la progestérone (Edery et al., 1984) ainsi que celle de l'EGF et de 

son récepteur (Vonderhaar, 1984) et du TGFa et de son récepteur (Kidwell, 1987 ; 

Monaham et al., 1987). Les œstrogènes sont également capables d'augmenter la 

sensibilité du tissu épithélial au facteur de croissance MDGF-I. Les œstrogènes 

contribuent donc indirectement à l'accélération de la croissance des cellules 

épithéliales mammaires en culture via la progestérone, la prolactine et les facteurs 

de croissance. 

La perte du contrôle de la croissance cellulaire est l'une des nombreuses 

caractéristiques des cellules cancéreuses. Dans les cellules épithéliales de cancer du 

sein les œstrogènes induisent une augmentation de l'EGF (Dickson et al., 1986), du 

TGFa (Bates et al., 1988) et de l'IGF-II (Osborne et al., 1989). A l'inverse, le TGF~, 

facteur inhibiteur de la prolifération des cellules épithéliales, est régulé 

négativement par les œstrogènes (Knabbe et al., 1987 ; Arrick et al., 1991). Les 

récepteurs de ces facteurs de croissance sont également régulés par les œstrogènes: 

EGF R (Mukku et Stancel, 1985), IGF-I R (Stewart et al., 1990), IGF-II R 

(Mathieu et al., 1991). Ces résultats semblent indiquer qu'une part importante de 

la stimulation de la prolifération induite par les œstrogènes dans les cellules 

cancéreuses mammaires est due à la sécrétion de nombreux facteurs de croissance 

(EGF, TGFa , IGFs). Il importait donc de définir le rôle des œstrogènes dans la 

régulation de la production de FGF. L'étude comparative de la régulation par les 

œstrogènes du FGF1 et du FGF2 entre les cellules épithéliales mammaires 

humaines normales et cancéreuses pourrait fournir des informations précieuses 

quant à la relation entre ces régulations et le statut normal ou cancéreux des 

cellules. 

La lignée cancéreuse hormona-dépendante MCF-7 est sujette, en culture, à 

des dérives phénotypiques et génotypiques de sorte que différentes souches ont été 

obtenues dans plusieurs laboratoires. Avant de procéder à l'étude de la régulation 

des FGF par les œstrogènes dans cette lignée, nous nous sommes assurés de son 

hormona-dépendance en vérifiant l'existence des récepteurs aux œstrogènes et la 

stimulation de la prolifération par ces hormones. Les récepteurs œstrogéniques ont 

été mis en évidence dans les cellules MCF-7 privées de sérum pendant 24 h par la 

méthode immunocytochimique du kit de détection (Abott) selon les instructions du 
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fabricant. Les cellules MCF-7 maintenues 48 h en milieu dépourvu de sérum et de 

rouge de phénol, afin d'éliminer toute trace d'œstrogène exogène, sont ensuite 

incubées en présence de 10-8 M de 17~-œstradiol. La prolifération cellulaire est 

estimée par incorporation de thymidine tritiée. La figure 22 nous permet de 

constater que la prolifération des MCF-7 est nettement activée par les œstrogènes. 
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Figure 22. Test de prolifération de cellules MCF-7 en présence de 17~-oestradiol. 

Les cellules sont incubées ou non (T) de 10·8 M de 17~-oestradiol. La prolifération 
est estimée par incorporation de thymidine tritiée. 
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Il. RESULTATS 

A. Les protéines 

Les cellules épithéliales normales (CEMN) et la lignée cancéreuse MCF-7 

sont hormono-dépendantes. La lignée cellulaire MDA-MB-231 et les cellules 

immortalisées HBL-100 sont quant à elles hormono-indépendantes. Dans le but 

d'analyser l'influence des œstrogènes sur les facteurs de croissance FGF1 et FGF2, 

les cellules mammaires sont préalablement incubées 48 h en milieu dépourvu de 

rouge de phénol et de sérum afin d'éliminer toute trace d'œstrogène dans les 

cellules. Les cellules sont ensuite incubées 24 h en présence de 10-8 M de 17~­

œstradiol seul ou avec 10-6 M de Tamoxifène. Le témoin de l'expérience consiste en 

la culture des cellules sans œstradiol et sans Tamoxifène. Les quantités de FGF1 et 

FGF2 sont mesurées par dosage ElA dans les extraits cellulaires puis rapportées à 

la quantité de protéines totales. Dans l'ensemble des cellules mammaires 

considérées, la quantité de protéine FGF2 est trop faible et aucune variation 

significative n'a pu être mesurée. 

Le 1 7~-œstradiol induit une augmentation significative (facteur 2) de la 

quantité de FGF1 dans les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN) et 

dans les cellules cancéreuses MCF-7 (Fig. 23, E2). Une augmentation légèrement 

supérieure (facteur 3) est observée dans la lignée immortalisée HBL-100. L'addition 

simultanée d'œstradiol et de Tamoxifène est sans effet sur le taux de FGF1 présent 

dans les cellules normales et les MCF-7 (Fig. 23, E2/Tam). La présence de 

Tamoxifène ne diminue que faiblement l'induction du FGF1 par l'œstradiol dans la 

lignée HBL-1 00. 

Dans la lignée cancéreuse hormono-indépendante MDA-MB-231 considérée 

comme témoin de l'expérience, nous constatons avec surprise une augmentation 

importante du taux de FGF1 sous l'effet de l'œstradiol (Fig. 23). La valeur obtenue 

dans l'expérience témoin (absence d'œstradiol et de Tamoxifène) nous semble 

étonnamment faible par rapport à celle obtenue en milieu de sevrage avec rouge de 

phénol (11 ng FGFl/mg protéine). En effet pour les CEMN, les cellules HBL-100 et 

les MCF-7, les valeurs témoin du test au 17~-œstradiol sont relativement proches 

de celles obtenues en milieu de sevrage avec rouge de phénol (voir chapitre II). 
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CEMN HBL-100 MCF-7 MDA-MB-231 

Figure 23. Etude de la régulation du FGF1 par le 17f3-oestradiol dans les cellules 
épithéliales mammaires. Quantification par ElA. 

Les cellules sont incubées en présence de 10-8 M de 17f3-oestradiol seul (17f3 -E2) ou 
en présence de 17f3-oestradiol et de tamoxifène (17f3-E2/Tam). Dans l'expérience 
témoin, les cellules sont cultivées sans oestradiol ni tamoxifène (Témoin). 

Des problèmes techniques relatifs au bon déroulement du dosage ElA 

(qualité du traceur) ont rendu impossibles de nouvelles mesures afin de vérifier le 

résultat obtenu. Nous avons alors procédé à la vérification de l'hormono­

indépendance de la lignée MDA-MB-231. L'absence des récepteurs aux œstrogènes 

a été confirmée par la méthode immunocytochimique du kit (Abott). Le 17f3-

œstradiol (lo-8 M) est sans effet sur la prolifération des cellules cancéreuses MDA­

MB-231 (Fig. 24). La lignée MDA-MB-231 serait donc bien hormono-indépendante. 
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Figure 24. Test de prolifération de cellules MDA-MB-231 en présence de 17~­
oestradiol. 

Les cellules sont incubées ou non (T) en présence de 10·8 M de de 17~-oestradiol 
(17~-E2). La prolifération cellulaire est estimée par incorporation de thymidine 
tritiée. 

B. Les transcrits 

Un microgramme d'ARN totaux isolés des cellules mammaires normales, 

immortalisées ou cancéreuses (MCF-7 et MDA-MB-231) est soumis à la technique 

RT-PCR afin d'analyser la régulation par le 17~-œstradiol des transcrits FGFl et 

FGF2. La régulation des transcrits FGFl est analysée dans le détail de manière à 

étudier la régulation des 4 différents transcrits contenant l'un des exons non 

codants -lA, -lB, -lC ou -lD. La constance de l'efficacité de PCR est contrôlée grâce 

à la co-amplification de la nitrate réductase, ceci nous permet une mesure 

quantitative du taux de transcrits et la comparaison des résultats obtenus dans les 

conditions expérimentales (addition d'œstradiol: 17~-E2), le témoin (T) et la contre 

expérience (addition d'œstradiol et de Tamoxifène: E2/Tam) pour chaque type 

cellulaire. 

En phase exponentielle de PCR (30 cycles), aucune modulation des transcrits 

FGF2 par l'œstradiol n'est observée dans les cellules épithéliales mammaires 

qu'elles soient normales, immortalisées (HBL-100) (Fig. 25). A trente cycles, les 
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qu'elles soient normales ou immortalisées (HBL-100) (Fig. 25). A trente cycles, les 

transcrits FGF2 ne sont pas amplifiés dans les lignées MCF-7 et MDA-MB-231 

(Fig. 25). A quarante cycles, le transcrit FGF2 est amplifié uniquement dans la 

lignée cancéreuse MDA-MB-231 mais ne montre aucune modulation par 

l'œstradiol. 

T 1 

CEMN 

2 3 1 

HBL-100 

2 3 

FGF2 

NR 

Figure 25. Analyse par RT-PCR de la Régulation par 17P-oestradiol des transcrits 
FGF2 dans les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN) et immortalisées 
HBL-100. 
Les cellules sont incubées en présence de 10·8 M de 17P-oestradiol seul (lignes 2) ou 
en présence de 10·8 M de 17P-oestradiol et de 10·6 M de Tamoxifène (lignes 3). 
L'expérience témoin est représentée par les lignes 1. 
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En présence de 17j3-œstradiol (lo-8 M) nous observons, à trente cycles 

d'amplification PCR, une augmentation de l'ensemble des transcrits FGFl dans les 

cellules épithéliales mammaires normales (CEMN) hormona-dépendantes (Fig. 26A 

et 27, lignes 2). L'œstradiol n'a aucun effet sur le taux de transcrits FGFl ni dans 

la lignée immortalisée hormona-dépendante HBL-100 (Fig. 26A) ni dans la lignée 

cancéreuse hormona-indépendante MDA-MB-231 (non montré). A quarante cycles 

d'amplification, le taux de transcrits FGFl ne subit pas de variation sous 

l'influence d'œstradiol ni dans la lignée cancéreuse hormona-indépendante MDA­

MB-231 (Fig. 26B, ligne 2), ni dans la lignée cancéreuse hormona-dépendante 

MCF-7 (Fig. 26B, ligne 2). Le traitement de l'ensemble des cellules épithéliales 

mammaires simultanément par le 17j3-œstradiol et le Tamoxifène (lo-6 M) n'induit 

pas de variation du taux des transcrits FGFl (Fig. 26A, B et 27, lignes 3). 

L'augmentation des transcrits FGFl observée dans les CEMN sous l'influence de 

l'œstradiol seul est inhibée lorsque du Tamoxifène est ajouté en même temps que 

l'hormone dans le milieu de culture (Fig. 26 et 27, lignes 3). 

La régulation par l'œstradiol de chacun des transcrits FGFl, lA, lB, lC et 

lD est également analysée à 30 cycles d'amplification PCR. Dans les conditions 

expérimentales de l'étude de la régulation du FGFl par l'œstradiol, le transcrit lA 

n'est détecté dans aucun des types de cellules mammaires étudiés. Seule la lignée 

immortalisée HBL-100 exprime l'exon lC mais aucune variation du taux de ce 

transcrit sous l'influence de l'œstradiol n'est observée (Fig. 28). Les CEMN et les 

MDA-MB-231 expriment très faiblement le transcrit lC mais aucune variation 

n'est observée en présence d'œstradiol (non montré). Le transcrit lD est exprimé 

uniquement dans les lignées HBL-100 et MDA-MB-231 ; mais l'œstradiol est sans 

effet sur son niveau d'expression dans ces lignées (Fig. 29). Dans les conditions 

expérimentales de ce test, seules les CEMN expriment le transcrit lB, le taux de ce 

transcrit est diminué lorsque les cellules sont incubées en présence de 1713-

œstradiol (Fig. 27, ligne 2). Cette régulation négative n'a plus lieu lorsque du 

Tamoxifène est ajouté en même temps que l'œstradiol au milieu de culture (Fig. 27, 

ligne 3). 



Figure 26. Analyse par RT-PCR de la régulation par le 1 7f3-oestradiol des 
transcrits FGFl et FGF2. 

A Analyse à 30 cycles de la régulation par le 17f3-oestradiol des transcrits FGFl 
et FGF2 dans les CEMN et les cellules HBL-100. Les lignes 1 indiquent 
l'expression témoin (absence d'oestradiol et de Tamoxifène), les lignes 2 
représentent l'expression en présence de 10·8 M d'oestradiol, les lignes 3 
l'expression en présence de 10·8 M d'oestradiol et de 10·6 M de Tamoxifène. 
B. Les mêmes régulations sont analysées à 40 cycles pour les cellules MCF-7 et 
MDA-MB-231. 

Figure 27. Analyse par RT-PCR de la régulation par le 17f3-oestradiol des 
transcrits FGFl (FGFl COD), FGF2 et des transcrits lB du FGFl (FGFl EB) 
dans les cellules épithéliales mammaires normales. 

La ligne 1 représente l'expérience témoin ; la ligne 2, la présence de 10·8 M de 
17f3-oestradiol et la ligne 3 la présence simultanée de 10·8 M de 17f3-oestradiol et 
de 10·6 M de Tamoxifène. 



FGF 2 .. __. 

FGF1 _. 

., 
...J 

HBL 100 MCF 7 ry~1fn-" .. 

1 2 3 1 2 3 1 2 

f; ........ ~,,;; 

1 2 3 

FGF2-. 

FGF1_. 
COD 

..... 

120 



l.C 

NR 

1 

HBL-100 

2 

121 

3 

256 pb 

Figure 28. Analyse par RT-PCR de la régulation par le 17J}-oestradiol du transcrit 
FGF1-1C dans la lignée mammaire épithéliale immortalisée HBL-100. 

Les cellules sont incubées en présence de 10·8 M de 17[3-oestradiol seul (ligne 2) ou 
en présence de 10·8 M de 17[3-oestradiol et de 10·6 M de Tamoxifène (ligne 3). 
L'expérience témoin est représentée par la ligne 1. 
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En résumé, l'œstradiol est sans effet sur l'expression du FGF2 dans 

l'ensemble des cellules mammaires étudiées. Seules les cellules épithéliales 

normales montrent une régulation positive des transcrits FGFl en présence 

d'œstradiol. Aucun des transcrits lA, lB, lC ou ID ne semble être impliqué dans 

l'augmentation du taux de l'ensemble des transcrits FGFL Le transcrit lB est 

même réprimé par l'œstradiol. 

1 
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NR 
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2 3 

HBL-100 

1 2 3 

75 pb 

Figure 29. Analyse par RT-PCR de la régulation du transcrit FGFl-lD par le 17[3-
oestradiol dans les cellules mammaires MDA-MB-231 et HBL-100. 

Les cellules sont incubées en présence de 10-8 M de 17[3-oestradiol seul (lignes 2) ou 
en présence de 10-8 M de 17r3-oestradiol et de 10-6 M de Tamoxifène (lignes 3). 
L'expérience témoin est représentée par les lignes 1. 
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III. DISCUSSION, CONCLUSIONS 

Les œstrogènes sont des hormones stéroïdes synthétisées par l'ovaire et qui 

agissent sur les tissus cibles par l'intermédiaire de récepteurs nucléaires. Il est bien 

établi que la participation de ces hormones est essentielle dans le déclenchement de 

la croissance de la glande mammaire. Le rôle direct des œstrogènes comme facteurs 

mitogènes pour les cellules épithéliales mammaires normales ou cancéreuses fût 

très controversé. De multiples travaux ont confirmé le rôle indirect de ces hormones 

en montrant qu'elles stimulaient la prolifération des cellules épithéliales 

mammaires par activation de gènes de facteurs de croissance (EGF, TGFa, IGF). 

A l'exception de la lignée MDA-MB-231 et des cellules HBL-100, les cellules 

épithéliales mammaires saines et les MCF-7 sont hormono-dépendantes. 

Cependant, les récepteurs aux œstrogènes n'ont pas été détectés dans les cellules 

HBL-100. L'étude de la sensibilité au 17~-œstradiol des gènes FGF1 et FGF2, dans 

les cellules épithéliales mammaires, révèle que seul le gène FGF1 est sensible à 

cette hormone. L'analyse par ElA du taux de la protéine FGF2 dans les cellules 

épithéliales mammaires normales, transformées ou cancéreuses mises en présence 

d'œstradiol ne montre aucune variation sous l'effet de cette hormone. Les résultats 

obtenus par RT-PCR sur la régulation des messagers FGF2 par l'œstradiol 

confirment ceux obtenus sur la protéine, donc l'insensibilité de l'expression du gène 

FGF2 aux œstrogènes. Dans la prostate hyperplasique bénigne humaine, le gène 

FGF2 est également insensible à la dihydrotestostérone (DHT) (Geller et al., 1994). 

La croissance de la prostate est pourtant sous le contrôle de la DHT dont l'effet 

mitogène est modulé par plusieurs facteurs de croissance (Serio et al., 1991). 

L'expression génique et la production protéique du FGF2 sont cependant stimulées 

par la FSH ("Follicule-Stimulating Hormone") dans les cellules de Sertoli de tubes 

séminifaires de rat (Mullaney et Skinner, 1992). Cette étude suggère que le FGF2 

pourrait être le médiateur de la stimulation indirecte par la FSH de la prolifération 

des cellules de Sertoli. Le gène FGF2 semble donc être régulé par des hormones 

stéroïdes de façon tissu-spécifique. 

Le taux de protéine FGF1 est augmenté sous l'effet du 17P-œstradiol dans 

l'ensemble des cellules épithéliales mammaires hormono-dépendantes mais 

également et curieusement dans les cellules hormono-indépendantes MDA-MB-231. 
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L'expression des messagers FGF1 est stimulée par l'œstradiol dans les cellules 

normales uniquement. La régulation du FGF1 par les œstrogènes dans les cellules 

épithéliales mammaires normales semble être une régulation transcriptionnelle. A 

l'opposé, elle serait une régulation traductionnelle dans les cellules transformées ou 

cancéreuses. Cependant, l'augmentation du taux de protéine et/ou des messagers 

sous l'effet des œstrogènes pourrait être le résultat d'une augmentation de leur 

stabilité dans le cytosol. La réalisation du test aux œstrogènes en présence 

d'actinomycine D (inhibiteur de la transcription) ou de cycloheximide (inhibiteur de 

la traduction) indiquerait la bonne hypothèse. 

Par ailleurs, dans l'étude de la régulation du FGF1 par les œstrogènes, 

d'importants niveaux de facteur se trouvent en présence de très faibles niveaux 

d'expression du gène dans la lignée cancéreuse MCF-7. Cette différence entre 

l'abondance des ARNm et de la protéine pourrait être le reflet d'une expression 

génique brève et/ou d'une dégradation rapide des messagers. Les contacts cellule­

cellule et l'association à la matrice extracellulaire peuvent également réguler 

l'accumulation des ARNm FGF1 sous l'effet des androgènes dans des cultures 

asynchrones à haute densité cellulaire (Hall et al., 1990). L'expression du gène 

FGF1 est également augmentée par l'hormone stéroïde testostérone dans les 

cellules tumorales hormono-dépendantes DDT-1 dérivées de muscle lisse de canaux 

déférents de hamster (Hall et al., 1990). Le gène FGFl est amplifié dans la lignée 

tumorale DDT-1 et pourrait jouer un rôle de facteur autocrine pour la prolifération 

de ces cellules (Bishop, 1987 ; Kolata, 1987). Dans cette lignée les androgènes 

régulent l'expression d'un autre gène de facteur de croissance, le gène v-sis 

spécifiant le PDGF (Syms et al., 1984). L'expression du FGF8 est induite par la 

testostérone dans la lignée de tumeur mammaire de souris SC3 (Tanaka et al., 

1992). Le FGF7 est également induit par les androgènes dans le stroma de la 

vésicule séminale (Alarid et al., 1994). Dans cette glande, le FGF7 dérive du stroma 

et stimule spécifiquement la croissance de l'épithélium adjacent. Par ailleurs, ce 

facteur est mitogène pour les cellules épithéliales isolées de la glande mammaire de 

souris (Imagawa et al., 1994b) ; il est donc possible que son expression soit régulée 

par les hormones et qu'il soit un facteur mitogène paracrine pour les cellules 

épithéliales mammaires. L'injection de fortes doses de FGF7 chez des rates induit 
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une hyperplasie des canaux mammaires (lnrich et al., 1994). Le FGF7 pourrait 

donc être un facteur mammogène puissant pouvant jouer un rôle dans la 

tumorigenèse mammaire. Plusieurs facteurs de croissance de la famille du FGF 

sont mitogènes pour les cellules épithéliales mammaires, produits par ces cellules 

et régulés par les hormones stéroïdes. La perte du contrôle de l'expression et/ou de 

la régulation hormonale de ces facteurs pourrait être à l'origine d'une prolifération 

anarchique menant au cancer. 

L'analyse de la régulation par le 17f3-œstradiol des différents transcrits (lA, 

lB, lC ou ID) du FGFl dans les cellules épithéliales mammaires humaines montre 

qu'à l'exception de la régulation négative du transcrit lB dans les cellules 

normales, aucune autre modulation n'est induite. Les œstrogènes induisent une 

régulation différentielle des transcrits FGFl dans les cellules normales. L'absence 

de modulation des différents transcrits FGFl dans les cellules HBL-100, MCF-7 et 

MDA-MB-231 est conforme à l'absence de la modulation de l'ensemble des 

transcrits FGF. Dans les cellules épithéliales normales, l'augmentation du taux de 

l'ensemble des trancrits FGFl sous l'effet de l'œstradiol n'est pas due à 

l'augmentation des transcrits lA, lC ou ID. Cette régulation positive des 

messagers FGFl ne serait pas due non plus au transcrit lB puisqu'il est réprimé 

par les œstrogènes. Cependant, d'après les connaissances acquises sur le rôle 

régulateur de la transcription et de la traduction des régions 5' non codantes de 

plusieurs gènes, il est probable que la répression du transcrit lB soit impliquée 

dans l'augmentation des ARNm du FGFL Nous pourrions imaginer que le transcrit 

lB contrôle négativement l'expression du gène FGFl et que les œstrogènes par 

répression du promoteur lB stimulent la transcription d'autres messagers FGFl. 

En effet, il a été récemment montré qu'une séquence exonique dans le pré-messager 

du FGF R2 réprime l'épissage alternatif de l'exon alternatif K-sam en faveur de 

l'exon bek (Del Gatto et Breathnach, 1995). Des séquences exoniques régulent leur 

propre expression et peuvent également réguler celle d'autres exons. Les messagers 

induits par les œstrogènes dans les cellules épithéliales mammaires pourraient être 

ceux récemment découverts par Voulgaropoulou et collaborateurs (1994) (lA', lA", 

lA'/B, lA'/E et lA'IF) ou d'autres non encore découverts. 
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A l'aide d'expériences de transfection de cellules DDT-1 par des plasmides 

contenant différentes régions 5' NC du gène FGF1, mises à côté d'un gène 

rapporteur de l'activité chloramphénicol acetyl transférase, Hall et collaborateurs 

(1993) ont mis en évidence deux régions promotrices impliquées dans la réponse à 

la testostérone. Ces régions promotrices sont localisées dans les séquences 5' NC-

1645/-392 et -392/-4 du gène FGFl et sont tissu- et cellule-spécifiques. Il existe donc 

entre les nucléotides -1645 et -4 des éléments (ADN) de réponse à la testostérone 

dans le gène FGFl. Cette réponse pourrait être directe ou indirecte et assurée ou 

non par une séquence ADN spécifique de réponse à la testostérone. Plusieurs 

éléments peuvent être candidats (tableau XIII). Les résultats de Hall et 

collaborateurs (1993) sur la régulation du FGF1 par la testostérone dans un tissu 

également régulé par les hormones sexuelles confortent nos résultats concernant la 

sensibilité du gène FGF1 aux œstrogènes dans la glande mammaire humaine. De 

plus, l'existence de régions promotrices 5' NC impliquées dans la réponse à la 

testostérone du gène FGF1 semble conforter notre hypothèse sur le rôle des exons 

de la région 5' NC dans la régulation transcriptionnelle du gène FGF1 dans les 

cellules épithéliales mammaires. 

Tableau XIII. Eléments ADN de la région 5' du FGF1 susceptibles 

d'être impliqués dans la réponse au sérum et aux oestrogènes. 

Elément 

1. ARE/PRE/GRE 
112 sites 

2. Nur77/COUP-like RE 

3. Pu-Py Tract 

4. SRE-like 

5. Zif 268/Egr-1 RE 

6. AP-l RE 

7. CRE 

Sequence 

AGAACA 
AGGACA 

TGACCTTTGA 
CTGACCTGTCAG 

[TG]34 

TGTAGTGG(A/T)6GCCTTACA 

GCGTGGAAG 
GTGGGGAGG 
GAGGGAAG 

2xTGAGTCA 
GAGTCA 
GAGTCAC 

GACGTCA 
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Nos résultats montrent en outre que la régulation par les œstrogènes des 

messagers FGFl dépend pour un même type cellulaire de l'état physiologique de la 

cellule (normale ou cancéreuse). Le transcrit lB est modulé uniquement dans les 

cellules normales. Les résultats obtenus dans l'étude de la régulation du facteur de 

croissance FGFl et des transcrits FGFl par les œstrogènes suggèrent l'existence 

d'une coordination entre la prolifération induite par ces hormones et 

l'augmentation du FGFL L'augmentation du taux de FGF1 est plus importante 

dans les cellules cancéreuses MCF-7 que dans la lignée transformée HBL-100 ou 

dans les cellules normales. L'altération des régulations géniques dépendant des 

hormones stéroïdes pourrait être un événement important dans le développement 

des cancers hormona-dépendants. Ainsi, l'absence de la régulation 

transcriptionnelle du gène FGFl dans les cellules épithéliales mammaires 

transformées ou cancéreuses pourrait être analysée comme étant une perte d'un 

contrôle génique important de la prolifération cellulaire. La régulation du gène 

FGFl est un phénomène complexe et la limite des connaissances actuelles dans ce 

domaine ne permettent pas de comprendre la signification biologique de la 

régulation positive par les œstrogènes du gène FGF1 dans les cellules épithéliales 

mammaires normales. De même, il est actuellement impossible d'expliquer le 

paradoxe soulevé par la régulation positive du FGF1 dans la lignée cancéreuse 

hormona-indépendante MDA-MB-231. Cependant, l'analyse de 10 sous-clones 

cellulaires isolés, par culture continue, d'une lignée parentale hormona­

indépendante MDA-MB-231 a montré que 8 d'entre eux ont acquis le récepteur 

haute affinité des œstrogènes (RE) (Crépin et al., 1990). Par ailleurs, Camby et 

Kiss (1994) ont montré que l'addition d'œstradiol au milieu de culture de cellules 

MDA-MB-231, décrite comme étant RE-, est sans effet sur la prolifération de cette 

lignée et que, par contre, l'addition d'un anticorps neutralisant anti-œstradiol 

diminue fortement cette prolifération. Selon ces auteurs, cet anticorps a neutralisé 

l'action stimulatrice d'œstradiol provenant du sérum ajouté au milieu de culture ou 

produit par les cellules elles-mêmes. Dans ce dernier cas, l'œstradiol endogène 

agirait de façon autocrine et/ou intracrine sur les cellules MDA-MB-231. Les 

récepteurs aux œstrogènes étant occupés par l'œstradiol endogène, les méthodes 

classiques de dosage des récepteurs aux œstrogènes (RE) (immunocytochimie et 

déplacement du radiomarquage) ne permettraient pas leur mise en évidence. En 
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conclusion, selon Camby et Kiss (1994), la lignée MDA-MB-231 ne serait pas 

hormona-indépendante. De plus, le fait que la prolifération des cellules MDA-MB-

231 ne soit pas stimulée par de l'œstradiol exogène, mais inhibée par un anti­

œstradiol neutralisant, semble confirmer l'hypothèse de la boucle auto-et/ou 

intracrine. 

Le problème posé par l'hormono-dépendance ou -indépendance de la lignée 

cellulaire MDA-MB-231 pourrait être résolu par l'utilisation de radiotraceurs 

constitués par des dérivés de l'œstradiol plus affins pour les récepteurs que 

l'œstradiol lui-même (Souttou et al., 1993). 

Une étude in vitro visant à prédire la sensibilité de cellules de cancer du sein 

à l'œstradiol a montré que 6 sur 19 cas d'un groupe négatif pour le RE sont 

stimulés par l'œstradiol (Matsuoka et al., 1994). Dans notre étude de la régulation 

des gènes FGF1 et FGF2 par les œstrogènes, nous avons vérifié que l'action de 

l'œstradiol est réellement assurée par le récepteur aux œstrogènes par l'utilisation 

du Tamoxifène. Le Tamoxifène est un anti-œstrogène, il bloque l'action des 

œstrogènes sur leur récepteur. Dans les cellules épithéliales mammaires normales, 

l'augmentation du taux de transcrits FGF1 et du taux de FGF1 par les œstrogènes 

est inhibée en présence de Tamoxifène. Cet an ti-œstrogène se fixant aux récepteurs 

œstrogéniques des cellules normales bloque l'action de l'œstradiol. Le même blocage 

est observé dans la lignée cancéreuse MCF-7. Le Tamoxifène induit une inhibition 

modérée dans la lignée transformée HBL-100 non hormono-dépendante en 

comparaison avec les CEMN et MCF-7. Ceci pourrait être le reflet d'une différence 

dans l'affinité des œstrogènes pour leur récepteur entre les cellules épithéliales 

mammaires étudiées. La lignée MDA-MB-231 répond à l'addition de Tamoxifène 

par une baisse du taux de FGFl. Cet effet reste inexpliqué du fait de l'hormona­

indépendance de cette lignée. Un résultat similaire est obtenu avec un autre anti­

œstrogène, le ICI 164384, sur des cellules MDA-MB-231 ER- (Coradini et al., 1994). 

Nous rappelons cependant que la non détection des RE dans la lignée MDA-MB-

231 peut être un artéfact technique dû à la limite de détection des méthodes 

classiquement utilisées. 

L'action des œstrogènes sur le gène FGFl dans les cellules épithéliales 

mammaires humaines est médiée par leur récepteur. Les œstrogènes, une fois fixés 
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sur leurs récepteurs nucléaires, agiraient directement ou indirectement sur le gène 

FGFL Les œstrogènes augmentent la synthèse d'autres facteurs de croissance tels 

que l'EGF, le TGFa, le PDGF et les IGFs dans les cellules épithéliales de cancer du 

sein. Le Tamoxifène inhibe fortement la prolifération des MCF-7 stimulées par 

l'EGF et l'IGF-I (Wosikowski et al., 1993). Pour son effet anti-œstrogénique, le 

Tamoxifène est commercialisé et proposé dans l'hormonothérapie adjuvante du 

cancer du sein depuis plus de 15 ans. Il a été montré que le 4-hydroxy-Tamoxifène 

induit l'apoptose des cellules MCF-7 par inhibition du mécanisme de signalisation 

dépendant des œstrogènes (Welsh, 1994). L'implantation de MCF-7 dans la souris 

"nude" puis le traitement par le Tamoxifène montrent que cet anti-œstrogène 

induit d'une façon concomitante un arrêt de la prolifération de la tumeur et une 

inhibition de la croissance des cellules endothéliales Le Tamoxifène induirait la 

régression de la tumeur en inhibant également l'angiogenèse péritumorale (Haran 

et al., 1994) .. 

En raison du rôle crucial des œstrogènes dans le développement normal et 

cancéreux de la glande mammaire, l'étude des régulations géniques contrôlées par 

ces hormones serait un élément-clé pour la compréhension de leurs mécanismes 

d'action. La compréhension de ces mécanismes pourrait être elle-même à l'origine 

de stratégies antitumorales nouvelles. 
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Les facteurs de croissance, et plus particulièrement, le FGF1 et le FGF2 sont 

des protéines ubiquitaires et multifonctionnelles qui interagissent avec des 

récepteurs membranaires à activité tyrosine-kinase. Ces molécules sont impliquées 

dans la communication et la signalisation cellulaires assurant ainsi d'importants 

mécanismes de régulation. Elles contrôlent différents processus tels que la 

croissance et la différenciation cellulaires, le développement embryonnaire et la 

réparation tissulaire. La production des FGF doit donc être non seulement 

modulable en réponse à des signaux moléculaires multiples, mais surtout 

strictement régulée. Les altérations géniques ou les modifications de la 

transcription des gènes codant ces facteurs de croissance ou leurs récepteurs 

peuvent conduire à la tumorigenèse. 

Les mécanismes d'action des FGF dans la cellule normale commencent à être 

bien compris ; par contre, les régulations de leur expression sont encore peu 

connues. La dépendance des facteurs extérieurs est une caractéristique de la cellule 

normale dans son environnement sain. La relative indépendance de la prolifération 

des cellules cancéreuses mammaires vis-à-vis de l'addition de sérum ou de FGF 

suggérait que ces cellules étaient capables par elles-mêmes de produire ce facteur. 

Les FGF pourraient donc intervenir, initialement ou secondairement, avec d'autres 

facteurs de croissance, dans la progression tumorale. Dans le but d'analyser cette 

hypothèse, nous avons recherché la production des facteurs de croissance FGF1 et 

FGF2 dans les cellules normales et cancéreuses du sein. Les cellules mammaires 

étudiées, qu'elles soient normales, transformées ou cancéreuses, produisent la 

forme 18 kDa du FGF1 et du FGF2. Le dosage par ElA des FGF1 et FGF2 montre 

que les cellules épithéliales mammaires normales, les cellules transformées HBL-

100 et les cellules cancéreuses MCF-7 produisent des taux équivalents de ces 

facteurs. Il n'a donc pas pu être établi de corrélation directe entre la production des 

FGF et le phénotype cancéreux. Cependant, la lignée cancéreuse la plus invasive 

MDA-MB-231 produit davantage de facteur FGF1, ce qui expliquerait qu'elle 

prolifère de façon plus active en comparaison avec les autres lignées cellulaires 

(Delehedde et al., 1995). 
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L'addition de fractions éluées de l'héparine-Sepharose, à partir de milieu 

conditionné ou de lysats de cellules mammaires, induit une stimulation de la 

prolifération de cellules CCL-39 et la différenciation de cellules PC-12. D'autre 

part, l'addition d'anticorps anti-FGF neutralisants au milieu de sevrage des cellules 

épithéliales mammaires étudiées diminuent de façon significative la 

prolifération.de ces cellules. Ces résultats montrent que le FGF1 et le FGF2 

produits par les cellules épithéliales mammaires sont biologiquement actifs et qu'ils 

sont sécrétés. Les facteurs de croissance FGF produits seraient donc impliqués dans 

la stimulation de la prolifération des cellules épithéliales mammaires normales, 

transformées et cancéreuses selon une boucle autocrine externe. De nombreux 

travaux ont montré que ces cellules produisent d'autres facteurs de croissance 

capables de les stimuler de façon autocrine tels que l'EGF, le TGFa et les IGF. La 

perte de contrôle de l'expression de ces facteurs de croissance pourrait ainsi 

favoriser la progression tumorale. 

L'analyse par PCR de l'expression des ARNm du FGF1 et du FGF2 dans les 

cellules épithéliales mammaires montre que cette expression diffère en fonction de 

l'état physiologique de la cellule (normale, transformée ou cancéreuse). Les cellules 

normales et immortalisées expriment davantage de transcrits FGF2 et des taux 

équivalents de transcrits FGF1 en comparaison avec la lignée cancéreuse MDA­

MB-231. La lignée cancéreuse MCF-7 exprime peu d'ARNm du FGF1 ; les 

transcrits sont indétectables même à un niveau élevé de cycles PCR. Ces résultats 

confortent ceux obtenus pour les protéines et montrent également que l'expression 

du FGF1 ne peut être corrélée au phénotype tumoral des cellules. L'expression des 

transcrits FGF2 est quant à elle plus importante dans les cellules normales ou 

transformées que dans les cellules cancéreuses. Ceci suggère que l'expression du 

FGF2 serait liée au caractère normal des cellules. Certaines études portant sur la 

mise en évidence du FGF1 et du FGF2 dans les tissus mammaires humains sains et 

cancéreux corroborent les résultats que nous avons obtenus sur les cellules 

normales en culture et les lignées cancéreuses. Cependant, des résultats 

contradictoires ont été également publiés. Ces contradictions rendent difficile la 

compréhension du rôle des FGF dans le développement normal et tumoral du sein. 

L'analyse in vitro de la régulation des FGF dans les cellules normales et 

cancéreuses pourrait contribuer à la compréhension de ce rôle. 
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Les mécanismes de régulation de l'expression des FGFl et FGF2 sont encore 

largement méconnus. Cependant, depuis 1990 quelques travaux ont montré que les 

régions 5' et 3' non codantes, de certains gènes de facteurs de croissance dont le 

FGFl, sont impliquées dans le contrôle de la transcription et de la traduction 

protéique. Les régions 5' et 3' non codantes du gène FGFl sont étendues, complexes 

et bien conservées chez les mammifères. Ces caractéristiques suggéraient à elles 

seules un rôle pour ces régions non traduites dans la régulation de l'expression du 

gène FGFl. A ce jour, le FGFl est décrit comme étant un gène de plus de 120 kb 

dont seulement 35 kb constituent la région codante. La région 5' non codante 

contient 6 exons non traduits dont l'épissage alternatif avec le premier exon codant 

génère 9 transcrits différents spécifiant tous la même protéine. Ces transcrits sont 

exprimés de façon cellule- et tissu-spécifiques et leur expression est régulée par les 

hormones stéroïdes dans des cellules tumorales hormona-sensibles de tube 

séminifère et de prostate. Dans le but d'analyser l'expression, la régulation et le 

rôle des transcrits alternativement épissés du FGFl dans le contrôle de la 

traduction du FGFl dans la glande mammaire, une méthode PCR semi­

quantitative a été employée en parallèle de la quantification de la protéine. Des 

expressions différentielles des transcrits lB, lC et lD ont été mises en évidence 

dans les cellules épithéliales mammaires étudiées. En particulier, le transcrit lA 

semble être spécifique des cellules normales. Cette expression spécifique du 

transcrit lA pourrait avoir une signification biologique dont l'analyse serait 

d'importance pour la compréhension des mécanismes de régulation et d'action du 

FGFl. Le décryptage du rôle biologique du transcrit lA dans les cellules 

mammaires pourrait contribuer à la découverte et à la compréhension de 

l'altération de ces mécanismes dans les cellules tumorales. 

Dans les cellules épithéliales mammaires étudiées, l'expression et la 

traduction des messagers FGFl ne sont pas régulées seulement de façon cellule­

spécifique mais également en fonction de l'environnement cellulaire. Dans des 

conditions favorables à la prolifération telle que la présence de sérum, les cellules 

mammaires étudiées présentent des régulations différentielles des transcrits et de 

la protéine FGFl. L'analyse de la régulation des transcrits FGFl alternativement 

épissés montre également des régulations différentielles par le sérum. En 

considérant les connaissances acquises sur le rôle des régions 5' NC dans le contrôle 
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Figure 30. Les différentes voies de régulation de la croissance de tumeur du sein. 

D'après Freiss et al., 1993. 
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de l'expression et de la traduction géniques, il apparaît à travers les résultats 

obtenus que ces régions sont impliquées dans le contrôle de la production du FGF1 

par les cellules épithéliales mammaires. Ce contrôle semble être transcriptionnel ou 

traductionnel en fonction du type cellulaire. Il existe dans le gène FGF1 une 

séquence ADN assimilée à un élément de réponse au sérum susceptible d'être la 

cible de facteurs sériques. 

Les cellules épithéliales mammaires humaines normales et tumorales 

répondent aux œstrogènes par une augmentation de la prolifération (Lippman et 

al., 1976). Cette réponse fait intervenir de nombreux intermédiaires dont des 

facteurs de croissance. Certains de ces facteurs agiraient selon une boucle de 

stimulation autocrine sur les cellules épithéliales possédant les récepteurs 

adéquats (Osborne et Arteaga, 1990), alors que d'autres agiraient sur les cellules 

du stroma, qui en retour produiraient des facteurs de croissance capables de 

générer un contrôle paracrine sur les cellules épithéliales (Fig. 30). Les cellules 

épithéliales mammaires cancéreuses possédant des récepteurs aux œstrogènes 

(RE+) traitées, in vitro, par cette hormone, régulent finement la synthèse des 

facteurs stimulateurs et inhibiteurs de croissance. La production de nombreux 

facteurs de croissance est augmentée par les œstrogènes, alors que celle des 

facteurs inhibiteurs se trouve réprimée. 

L'interaction entre les œstrogènes et les FGF dans les cellules épithéliales 

mammaires n'était, par contre, pas analysée. La comparaison du rôle des 

œstrogènes dans la production du FGF par les cellules normales et les cellules 

cancéreuses du sein pourrait révéler le rôle du FGF dans la tumorigenèse 

mammaire. Les résultats obtenus montrent que ces hormones augmentent le taux 

de FGF1 dans les cellules normales et cancéreuses. Cette production est cependant 

stimulée davantage dans les cellules cancéreuses. L'analyse en parallèle des 

transcrits FGF1 montre une augmentation de ces transcrits uniquement dans les 

cellules normales. La régulation de l'expression du gène FGF1 semble être 

transcriptionnelle dans les cellules normales et traductionnelle dans les cellules 

cancéreuses. Les transcrits alternativement épissés du FGF1 sont régulés 

différemment dans les cellules mammaires étudiées. Il serait donc intéressant de 
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chercher si une éventuelle relation existe entre la régulation des transcrits FGF1 et 

le contrôle de la traduction de ce facteur. 

L'étude de la régulation du FGF2 par le sérum et les œstrogènes dans les 

cellules épithéliales mammaires ne montre aucune modulation des transcrits dans 

les deux cas. Le taux de protéine FGF2 étant relativement faible, aucune 

modulation n'a pu être observée. 

Le FGF1 produit par les cellules épithéliales mammaires est régulé par les 

hormones et le sérum en fonction du phénotype et stimule la prolifération de ces 

cellules. Ces caractéristiques seules ne permettent pas d'établir une relation directe 

entre le FGF1 et la tumorigenèse mammaire. il faudrait prendre également en 

considération l'activité du FGFl. Cette activité dépend non seulement du type 

cellulaire mais également de l'environnement de la cellule. Les protéoglycanes sont 

des constituants de la matrice extracellulaire capables de moduler l'activité du FGF 

(Ruoslahti et Yamaguchi, 1991 ; Mali et al., 1993). ils jouent le rôle de molécule de 

séquestration du FGF, ils sont impliqués selon un complexe ternaire dans la 

présentation et l'activation du récepteur tyronise kinase du FGF et sont enfin des 

transporteurs du FGF du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire. Des 

différences dans la constitution de la matrice extracellulaire pourrait donc 

contribuer à moduler différemment la biodisponibilité et l'activité du FGF sur les 

cellules normales et cancéreuses. 

D'autres éléments, tels que des protéases, interviennent, selon différents 

modes d'action, dans les multiples voies de régulation de la prolifération tumorale. 

Ainsi, des enzymes protéolytiques agissent selon un mode autocrine ou paracrine 

sur les cellules épithéliales et les fibroblastes du stroma (Fig. 30) et permettent 

ainsi l'essaimage des cellules tumorales par dégradation du stroma environnant la 

tumeur. De même, comme il est résumé dans cette figure, les facteurs de croissance 

produits par les cellules épithéliales agiraient également par voie autocrine ou 

paracrine sur les fibroblastes dans le sens d'une stimulation de synthèse de 

protéases. La surproduction de la cathepsine D, régulée par les hormones, favorise 

davantage le phénotype malin et le potentiel métastasique des cellules tranformées. 

Il apparaît à travers ce langage moléculaire complexe que les altérations présentes 

dans une cellule cancéreuse peuvent affecter de nombreux systèmes. Ces 
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altérations étant de mieux en mieux connues, des traitements adaptés à chaque cas 

de prolifération tumorale sont en cours de réalisation. L'interruption d'une boucle 

de stimulation peut se faire à l'aide d'anticorps et de toxines ciblées sur un 

récepteur. Des séquences nucléotidiques de synthèse, complémentaires à l'ARNm 

cible, peuvent bloquer sa traduction. A l'inverse, des agonistes des facteurs de 

croissance hématopoïétiques peuvent être utilisés pour augmenter les défenses 

immunitaires. Des agonistes des facteurs de croissance inhibiteurs de la 

prolifération peuvent être utilisés pour freiner la prolifération, induire la 

différenciation ou l'apoptose des cellules malignes. Dans ce contexte, il serait 

intéressant d'analyser l'action de facteurs inhibiteurs de la prolifération tels que le 

TGFf3, l'acide rétinoïque et la lactoferrine sur la production du FGFl et du FGF2 

dans les cellules épithéliales mammaires normales et cancéreuses. 

Enfin, des stratégies plus ambitieuses, impliquant la thérapie génique ou la 

stimulation d'une immunité spécifique, sont également en cours de réalisation. 
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Produits et tampons concernant la détection des protéines FGF 

Tampon de Laemmli 

Solution stock I: 5 ml de Tris/HCl 2 M, pH 8,8, 0,1% de bleu de 

bromophénol(10 ml), 60 ml de glycérol, eau mQ qsp 100 ml. 

Solution stock II: SDS 20% (900 J.Ù.), 5% de 13-mercaptoéthanol. 

Le tampon d'échantillon est obtenu en mélangeant 800 J..tl de la solution I et 200 J..tl 

de solution II. 

Gel d'accylamide 18% 

Solution stock A, pH 8,8: 18,17 g Tris (Trizma base, Sigma), 4 ml de SDS 10% ; 

ajuster à pH 8,8 avec une solution d'HCl 6 N (environ 5 ml) ; qsp 100 ml avec de 

l'eau. 

Protogel ultrapur: 30% acrylamide/0,8% bisacrylamide (Prolabo). Pour 15 ml de gel 

à 18% d'acrylamide: 3,75 ml de solution I, 2,25 ml d'eau, 9 ml de protogel, 100 J.Ù. de 

persulfate d'ammonium 10%, 10 J.Ù. de temed. 

Gel de concentration 

Solution stock B, pH 6,8: 6 g de Tris, 4 ml de SDS 10% ajuster à pH 6,8 en 

ajoutant environ 7 ml d'HC16 N, qsp 100 ml avec de l'eau. 

Pour 10 ml de gel de concentration: 2,5 ml de solution B, 1 ml de protogel, 6,5 ml, 

60 J.Ù. de persulfate d'ammonium 10%, 10 J..tl de temed. 

Tampon d'électrophorèse de protéines 

6 gll de Tris (Sigma), 28,8 gll de glycine (Merck), 10 mlll de SDS 10%. 

Tampon de transfert de protéines 

Pour 1 litre de tampon: 5,81 g de Tris, 2,93 g de glycine, 3, 75 ml de SDS 10%, 

200 ml de méthanol. 

Coloration au chloronaphtol 

Après "Western-blot", les bandes de protéines témoins sont révélées dans la 

solution suivante: à une solution stock de 6 mg de chloronaphtol et 2 ml de 

méthanol froid maintenue à l'obscurité sont ajoutés 10 ml de tampon PBS et 10 J..tl 

d'H202. La membrane de transfert est incubée dans cette solution pendant 10 à 30 

min puis la réaction de coloration est arrêtée à l'eau. 
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Réactifs d'im.munocytochimie 

Solution de paraformaldéhyde à 4%: 0,8 g de paraformaldéhyde est mis dans 10 ml 

d'eau de qualité de qualité mQ puis la solution est chauffée au bain-marie 60°C 

sous une hotte. Quelques gouttes de NaOH 1 N sont ajoutées pour faciliter la 

dissolution. Après refroidissement, la solution de paraformaldéhyde est complétée 

par 10 ml de tampon PBS concentré 2 fois O.a solution ne se conserve pas). 

Tampons et réactifs du dosage ElA 

Tampon ElA: tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 contenant 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA. 

Tampon de lavage ElA: tampon phosphate 10 mM, pH 7,4 contenant 0,05% de 

Tween 20. 

Réactif Ellman: tampon Na-phosphate 0,01 M, pH 7,4 contenant 7,5.10-4 M 

acéthylthiocholine et 2,5.10-4 M d'acide dithionitrobenzoïque. 

Tampons et réactifs pour l'extraction et l'électrophorèse des ARN 

Tampon guanidinium: guanidine thiocyanate (Fluka) 5,2 M, citrate de sodium 

25 mM, pH 6,5, 13-mercaptoéthanol100 mM, sarcosinate de sodium 0,5%. Dissoudre 

le thiocyanate de guanidinium dans un minimum d'eau (autoclavée 1 h à 130°C) 

sur un agitateur une nuit à température ambiante. La solution est légèrement 

chauffée (55°C) le lendemain avant d'ajouter le citrate de sodium, le 13-

mercaptoéthanol. Le sarcosinate de sodium est ajouté en dernier puis la solution 

complétée à l'eau autoclavée. Cette solution se conserve à 4°C à l'abri de la lumière. 

Coussin de chlorure de césium (ClCs) 

Solution stock A: acétate de sodium 2 M, pH 5,5 autoclavée. 

Solution stock B: EDTA 0,5 M, pH 8 autoclavée. 

Pour 100 ml de solution de chlorure de césium: 99,6 g de ClCs, 2,5 ml de solution A, 

2 ml de solution B, qsp 100 ml avec de l'eau autoclavée. 

Tampon acétate de sodium 0,1 M, 13-mercaptoéthanol 0,01 M, sarcosyl 0,5%. 

Solution stock A: acétate de sodium 3 M, pH 5,5. 

Solution stock B: 13-mercaptoéthanol 14,3 M. 
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Solution stock C: sarcosyl20%, pH 6,1. 

Pour 100 ml de solution: 3,33 ml de solution A, 70 ~ de solution B, 2,5 ml de 

solution C, qsp 100 ml avec de l'eau de qualité mQ autoclavée. 

Tampon TE: Tris/HCl 10 mM, pH 7, 1 mM EDTA. 

Tampon de dénaturation d'ARN : (tampon d'échantillon) Pour 50 ~: 25 ~-tl de 

formamide (Fluka) (désionisé), 8 ~ de formaldéhyde (désionisé), 10 ~ de tampon 

MOPS 5x, 7 Ill d'eau. 

Bleu de charge 

Pour 1 ml: 625 ~-tl de glycérol, 20 ~-tl d'EDTA 1 mM, pH 8, 4 mg de bleu de 

bromophénol, 4 mg de xylène cyanol, 355 ~-tl d'eau. 

Gel d'agarose 1,5% dénaturant: pour 200 ml de gel, 3 g d'agarose (Appligène) 

dissous dans 124 ml d'eau mQ autoclavée contenant 124 ~ de DEPC (soit 0,1%) 

sous agitation magnétique. La solution est ensuite autoclavée et laissé à refroidir 

jusqu'à 60°C. 40 ml de tampon de migration 5x (MOPS) et 36 ml de formaldéhyde 

37% sont ajoutés (soit en concentrations finales: lx et 2,2 M respectivement). 

Tampon MOPS 5x (tampon de migration 5x): 0,2 M MOPS, pH 7 (Sigma), 40 mM 

d'acétate de sodium, 5 mM d'EDTA, pH 8. 

Tampon de transfert SSC 20X: citrate trisodique 0,3 M, NaCl 3 M. 

Tampon de préhybridation: solution de Denhardt 5x, SSC 6x, 200 !lg/ml d'ADN de 

sperme de saumon préalablement dénaturé 5 min à 100°C puis sur la glace. 

Tampon d'hybridation: 50% formamide, SSC 6x, 10% sulfate de dextran, 200 !lg/ml 

d'ADN de sperme de saumon dénaturé. Dissoudre d'abord le sulfate de dextran 

dans le formamide par petites doses, ajouter le SSC puis le SDS et enfin l'eau (sur 

agitateur pendant longtemps). 

Milieu de culture de bactéries et solutions d'extraction de plasmides 

Milieu de culture LB: 10 g/1 de bactotryptone (Difco), 5 g/1 d'extrait de levure 

(Difco), 5 g/1 de NaCl, pH ajusté à 7,4 avec NaOH. Le milieu est stérilisé par un 

autoclave à 120°C pendant 45 min. 
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Tampon GTE: Tris 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM, glucose 50 mM. 

Tampon KAc: acétate de potassium 3 M, acide acétique 2 M, pH 4,8. 

Tampon TBE 10x: acide borique 900 mM, Tris/HCl 1 M, EDTA 20 mM, pH 8. 

Solutions et tampons d'électrophorèse d'ADN: "Southern-blot" 

Gel de polyacrylamide 10%, pour 30 ml de gel: 8 ml d'une solution d'acrylamide à 

30% (29% acrylamide, 1% bisacrylamide), 1,5 ml de tampon TBE 20x, 250 ~ de 

persulfate d'ammonium 10%, qsp 20,5 ml avec de l'eau mQ. La solution est dégazée 

puis 10 ~ de temed sont ajoutés. 

Bleu de charge: 100 ~ de bleu Maniatis type 3 X 6X, 300 J.Ll de glycérol, 300 J.Ll 

d'eau. 

Tampon de préhybridation et d'hybridation avec les sondes 
polynucléotidiques 

Pour 20 ml de solution: 2 ml de formamide 100%, 6,9 ml d'eau, 1 ml de SDS 10%, 

2 ml de tampon phosphate 0,5 M, pH 7, 0,2 ml d'EDTA 200 mM, 3,3 ml de dextran 

sulfate 20%, 0,8 ml de solution Denhardt 50x, 3,6 ml de NaCl 5 M, 0,1 mg/ml 

d'ADN de sperme de saumon. La solution est dénaturée (100°C puis glace),avant 

utilisation. 

Tampon de préhybridation et d'hybridation avec les sondes 
oligonucléotidiques 

Pour 100 ml: 50 ml de formamide, 25 ml de tampon SSC 20x, 10 ml d'une solution 

phosphate de sodium 1 M, 5 ml de solution Denhardt 100x, 0,5 ng d'ADN de sperme 

de saumon (dénaturé préalablement 3 min à 95°C puis sur de la glace). 
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