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CHAPITRE 1




LES FGFS ET LEURS RECEPTEURS

I/ LES FGFs

La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) comprend aujourd’hui 21 membres structurellement
apparentés et possédant une masse moléculaire comprise entre 17 et 34 kDa. Le tableau 1 résume les
caractéristiques générales des FGFs. Les FGF-11 2 -14 sont également connus sous le nom de FGF
homologous factors (FHF) -1 2 -4, respectivement. Ces FGFs sont exprimés préférenticllement dans le systéme
nerveux chez la souris et le poulet (Smallwood et al, 1996; Munoz-Sanjuan et al, 1999), et poss¢dent entre eux
une homologie de séquence de 60 a 70 %, contre 30 a 50% avec les autres FGFs. Les deux membres les plus
étudiés restent le FGF-1 ou FGF acide et le FGF-2 ou FGF basique, dont le taux d’homologie de la séquence
protéique est de 1’ordre de 55%. In vivo, ces molécules sont impliquées dans des processus physiologiques
primordiaux, tels que le développement embryonnaire et foetal, I’angiogen¢se, la prolifération et la
différenciation cellulaires, ou encore la réparation des tissus. Des études in vitro ont montré que ces facteurs de
croissance sont mitogenes pour des cellules d’origine mésodermique et neurodermique, mais €également pour des
cellules ectodermiques et endodermiques. Iis ont aussi un réle modulateur dans la différenciation, la migration et
la survie cellulaires. Dans cette partie, nous présenterons les caractéristiques structurales du géne et de la protéine

FGF-2 avant de décrire les effets biologiques de cette famille de facteurs de croissance.

Tableau 1 : Caractéristiques générales des FGFs (FGF-1 a FGF-21). Sont indiqués le nombre d’acides
aminés pour chaque FGF (colonne 1*) et leur localisation chromosomique chez ’homme lorsque
celle-ci a €té déterminée. Les principales caractéristiques des FGFs sont reportées, sachant que pour
le FGF-1 et le FGF-2, les nombreuses données disponibles seront décrites ultérieurement. (2) Le
FGF-15 qui est trouvé chez la souris correspond au FGF-19 chez I'homme. KGF, Keratinocyte
Growth Factor; AIGF, Androgen-Induced Growth Factor; GAF, Glial-associated Factor; FHF,

FGF Homologous Factor.



FGF | (1)* | [Localisation CARACTERISTIQUES PRINCIPALES DES FGFs
chromosomique
FGF-1 155 5q31-33 « pas de signal de sécrétion.
(aFGF) Mergia et al, 1986
FGF-2 | 155, 196, 4q25 « pas de signal de sécrétion.
(bFGF) 210 Mergia et al, 1986
FGF-3 | 245, 274 11q13 » expression importante dans les dérivés de 1’endederme primitif (Jakobovits et al, 1986). Il
(int2) Yoshida et al ,1988 | n’est pas détecté dans les tissus adultes.
FGF-4 206 11q13 + iso0lé d’une tumeur d’estomac chez ’homme et du sarcome de Kaposi. Son expression est
(hst-1) Yoshida et al ,1988 | limitée a certains stades du développement.
FGF-5 268 4q21 « is0lé dans le cerveau néonatal humain (Zhan et al, 1988). 11 est fortement exprimé durant
Nguyen et al, 1988 | I’embryogénese chez 1a souris (Herbert et al, 1990).
FGF-6 198 12p13 « role important dans 1a prolifération et la différenciation des cellules musculaires (Pizette et
(hst-2) Marics et al, 1989 | al, 1996).
FGE-7 194 15q15-21.1 « produit par les fibroblastes, c’est un facteur exclusivement mitogéne pour les cellules
(XGPF) épithéliales via le KGFR ou FGFR2(IIb) (Yan et al, 1993b).
FGF-8 215 10g24 « isolé d’une lignée cellulaire d’un carcinome mammaire de souris androgéno-dépendant
(AIGF) Payson et al, 1996 { (Tanaka et al, 1992). Réles dans la gastrulation, le développement cérébral et Ia
morphogénése des membres et de la face.
FGF-9 208 13q11-g12 « isolé d’un gliome humain (Naruo et al, 1993). Role dans le développement squelettique et
(GAF) Mattei et al, 1995 | cérébral. Il possede un signal de sécrétion non-clivé (Revest et al, 2000).
FGF-10 215 5pl2-p13 « homologue du FGF-7. Emoite régulation fonctionnelle avec le FGF-8. Réle dans la
Emoto et al, 1997 | formation des poumons et d’initiateur des bourgeons de membres (Ohuchi et al, 1997;
Sekine et al, 1999).
FGF-11 243 17p12-p13 *ND
(FHF-1) Verdier et al, 1997
FGF-12 241 3928 « expression dans I’embryon de souris au nivean des membres, du myocarde et du systéme
(FHF-2) Verdier et al, 1997 | nerveux central (Hartung et al, 1997).
FGF-13 216 Xg21 « forte homologie avec le FGF-8 (70%) (Greene et al, 1998). Role dans le systéme nerveux
(FHF-3) Lovec et al, 1997 { central (prolifération et différenciation des neurones) (Hartung et al, 1997).
FGEF-14 247 ND » expression embryonnaire dans le cerveau, les artéres, le thymus et la corde (Wang et al,
(FHF-4) 2000).
FGF-15?| ND ND « expression restreinte dans le développement du systéme nerveux (McWhirter et al, 1997).
FGF-16 | 207 (rat) ND « forte homologie avec le FGF-9 (73%) et pas de signal de sécrétion (Miyake et at, 1998).
Chez Pembryon, il est exprimé surtout dans les adipocytes (Miyake et al, 1998) ol son
action mitogeéne autocrine se fait via le FGFR4 (Konishi et al, 2000). Chez 1’adulte, il est
exprimé préférentiellement dans le coeur.
FGF-17 | 216 (rat) 14 (souris) « dans I’embryon de souris, il est exprimé dans le systtme nerveux central, le squelette
Xuetal, 1999 | (cartilage) et le systeme vasculaire (Xu et al, 1999).
FGF-18 ND 14pil « expression embryonnaire dans le coeur, le muscle squelettique, et le pancréas (Hu et al,
Hu et al, 1999 | 1999). Chez I’adulte, expression préférentielle dans les poumons (Ohbayashi et al, 1998).
11 est capable de stimuler la prolifération des cellules intestinales et hépatiques (Hu et al,
1998).
FGE-19® ND 11q13.1 » fixation exclusive sur le FGFR4 (Xie et al, 1999). Chez le foetus, il est exprimé dans le
Xie et al, 1999 | cartilage, la peau et la rétine.
FGF-20 211 8p21.3-p22 « phylogénétiquement proche du FGF-9 (71,6%) et du FGF-16 (66,2%). Il ne porte pas de
Kirikoshi et al, 2000 | séquence signal de sécrétion typique. Il est faiblement exprimé dans les tissus humains
foetaux et dans des cancers primaires (Kirikoshi et al, 2000).
FGF-21 209 ND * 35% d’homologie avec le FGF-19. Il posséde un peptide signal de sécrétion en N-

terminal. Chez la souris adulte, il est exprimé préférentiellement dans le foie et le thymus
(Nishimura et al, 2000).

Tableau 1
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Figure 1 : FGF-2 humain, de ’ARNm a la protéine. (A) ARNm de FGF-2 avec les 288
pb du cadre de lecture ouvert (ORF, Open Reading Frame) (rectangle) et les deux
régions non traduites aux extrémités 5° et 3’de ’ARNm (trait noir). En dessous,
agrandissement de la région 5° de I’ARNm avec la position des 4 codons CUG et du
codon AUG d’initiation de la traduction. Les rectangles noirs représentent les
séquences de localisation nucléaire des formes de haut poids moléculaires du FGF-2.
(B) Représentation des formes protéiques de haut poids moléculaire du FGF-2
présentes préférentiellement dans le noyau, et de la forme de 18 kDa qui est

cytoplasmique et sécrétée dans le milieu extracellulaire.




L1/ Caractéristiques structurales

Comme nous venons de le souligner, les 21 membres de la famille des FGFs ont une
homologie de séquence relativement bien conservée. Cependant tr¢s peu d’études relatent les
caractéristiques structurales de chacun de ces membres, sauf pour le FGF-1 et le FGF-2 pour
lesquels la structure du gene et de la protéine sont bien caractérisées. Dans ce premier paragraphe
de I’introduction, nous détaillerons donc principalement les résultats concernant le FGF-2, étant
donné d’une part, les nombreuses données disponibles et d’autre part, les travaux réalisés au cours
de cette thése concernent la signalisation intracellulaire du FGF-2. Le FGF-2 a ét€ initialement
purifi€ a partir de la glande pituitaire comme un agent mitogéne stimulant la croissance des cellules
NIH3T3 (Gospodarowicz, 1974) puis trouvé ultérieurement dans de nombreux tissus et organes,
sains et cancéreux ou, comme nous le verrons dans le second paragraphe, il exerce de nombreux

effets biologiques.

L.1.1/ Structure du géne FGF-2

Le géne FGF-2 humain a ét€ localisé sur le chromosome 4, au niveau de la bande q26
(Mergia et al, 1986). Comme 'illustre la figure 1, la région codante de ce geéne est scindée en trois
exons séparés par 2 larges introns, et comprend également 2 régions non traduites de grande taille,
aux extrémités 5’ et 3’ du géne (untranslated region, UTR). Le géne FGF-2, d’environ 35 kb code
pour des ARN messagers de 4,6 et 2,2 kb. Les ARNm transcrits polyadénylés du FGF-2,
contrairement a ceux du FGF-1, présentent plusieurs sites d’initiation de la traduction, donnant lieu
a 5 protéines dont les effets biologiques sont différents. La traduction initiée au site classique AUG
en position 484, code pour la protéine de 18 kDa (155 acides aminés). Plus en aval, on trouve trois
sites de type CUG, en position 319, 346, et 361, codant respectivement pour des protéines de 24
(210 acides aminés), 22,5 (201 acides aminés) et 22 kDa (196 acides aminés) (Prats et al, 1989,
Florkiewicz et al, 1989). Enfin, Arnaud et al. (1999) ont décrit récemment une nouvelle isoforme
de FGF-2 de 34 kDa, résultant de la traduction initi€e a partir d’un quatri¢éme codon CUG, en
position 86 a partir de I’extrémité 5’ de '’ ARNm du FGF-2. Alors que la forme de 18 kDa qui ne
possede pas de séquence de localisation nucléaire (ou NLS, pour Nuclear Localization Sequence),

est retrouvée surtout dans le cytoplasme, les formes de haut poids moléculaires, traduites a partir
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des quatre codons d’initiation CUG, sont localisées principalement dans le noyau des cellules, du
fait de la présence d’une NLS du c6t€ N-terminal de la protéine (Bugler et al, 1991; Arnaud et al,

1999).

Le promoteur du gene FGF-2 a été caractérisé et de multiples éléments régulateurs ont ét
identifiés. Il ne contient pas de séquence TATA (TATA box) caractéristique des prombteurs, mais
cinqg boites GC, sites probables de fixation du facteur de transcription SP-1 et un site de fixation
potentiel pour AP-1 (Activator Protein 1) ont ét€ mis en évidence (Shibata et al, 1991). Par
ailleurs, en utilisant des transfections de la région promotrice du géne FGF-2 marquée a la
luciférase, 1’équipe de Stachowiack a montré que la région comprise entre -650 et +314 du géne
FGF-2 est suffisante pour supporter une activité basale du promoteur et conférer une activation par
des facteurs de croissance (EGF, PDGF), par la protéine kinase C, ou encore par I’AMPc (Moffett
etal, 1998). Ils ont ¢galement identifi€ un €lément de réponse aux facteurs de croissance (GFRE,
growth factor response element) en position -555 & -512 pb, soulignant 1’étroite relation qu’il

existe entre les différents facteurs de croissance (Moffett et al, 1998).

Une des particularités du géne FGF-2 est la possibilité de transcription d’'un ARNm anti-
sens, gfg2, complémentaire de la région UTR en 3’ de ’ARNm de FGF-2. A I’origine décrit chez
des ovocytes de Xenopus laevis (Volk et al, 1989), ’antisens gfg2, d’une taille de 1,5 kb, a ét
mis en évidence chez le poulet (Savage et al, 1995) et le rat (Li et al, 1996). Chez ’humain, il a été
détecté dans de nombreux tissus et organes tels que le coeur, le colon, le foie, les muscles
squelettiques, les testicules et les ovocytes (Knee et al, 1994). On le trouve également dans des
lignées cellulaires humaines de cancer du sein (T47D) et de glioblastome (Murphy et Knee, 1994).
De maniere intéressante, il semble que 1’abondance des transcrits sens et anti-sens du gene FGF-2
soit inversement corrélée dans des lignées cellulaires humaines de glioblastomes (U87-MQG), de
cancer du sein (T47D) ou lymphoides (Jurkat) (Murphy et Knee, 1994; Gagnon et al, 1999), mais
aussi dans le rein et le cerveau de rat (Li et al, 1997; Knee et al, 1997). Ces données suggerent que
I’anti-sens gfg2, du fait de sa complémentarité avec 446 nucléotides de I’ARNm sens du FGF-2,
peut former des ARN double brins, régulant ainsi l'utilisation des sites de polyadénylation et la

demie-durée de vie de I’ARNm de FGF-2, et par conséquent, les effets biologiques de celui-ci. En



Figure 2 : Structure en feuillets B du FGF-2. Les trois groupes des 3-4 feuillets B (représentés
en forme de fléche) sont colorés en rouge, en jaune, en vert, et en bleu. L’extrémité N-

terminale est en rouge, I’extrémité C-terminale en bleu.



5

effet, I’utilisation irn vitro du transcript anti-sens ou d’oligonucléotides anti-sens du FGF-2 peut, en
diminuant la syntheése du FGF-2 endogene, réguler négativement les activités biologiques de celui-
ci, telles que la prolifération des cellules musculaires (Schmidt et al, 1997), la différenciation et la
survie de cellules rétinales d’embryon de poulet (Désirée et al, 1998), I’angiogenese intratumorale
et la croissance tumorale in vivo dans des souris nude (Maret et al, 1995; Wang et Becker, 1997),
ou encore, la capacité de migration et d’invasion des cellules en diminuant la production de
protéases (MMP-2) induite par le FGF-2 (Miyake et al, 1997). Mais la fonction du transcrit anti-
sens n’est pas seulement de réguler le FGF-2, car gfg2 code pour une protéine nucléaire
fonctionnelle de 35 kDa, homologue de la famille Mut T (Li et al, 1996; Li et al, 1997; Knee et al,
1997). Ces protéines ont une activit4 enzymatique de nucléoside triphosphate
pyrophosphohydrolase, et jouent un role important dans le métabolisme en éliminant les formes

mutagenes de dGTP du pool de nucléotides (revue dans Bessman et al, 1996).

1.1.2/ Structure de la protéine FGF-2

Le FGF-2 est un polypeptide basique, globulaire non-glycosylé de 18 kDa et de point
isoélectrique 9,6. Des €tudes structurales ont permis de classer le FGF-2 et le FGF-1 dans la
famille de I'interleukine 1 (IL-1). En effet, la structure tridimensionnelle du FGF-2 déterminée par
cristallographie aux rayons X peut €tre assimilée a une pyramide trigonale avec une forte
homologie structurale avec I’IL-18. Comme le montre la figure 2, le FGF-2 est composé de 11
feuillets B formant trois groupes de trois a quatre feuillets B anti-paralleles, chaque feuillet 8 étant
li€é au feuillet adjacent par des liaisons hydrogenes (Zhu et al, 1991). Le coeur de la protéine est
rendu trés hydrophobe par les nombreuses chaines d’acides aminés aromatiques. En revanche, la
surface du FGF-2 est riche en acides aminés chargés, notamment des résidus Lysine et Arginine,
qui conferent le haut point isoélectrique de la molécule. Parmi les acides aminés conservés dans la
famille des FGFs, la plupart sont localisés a I’intérieur du coeur en structure B, suggérant que leur
structure doit étre globalement identique a celle du FGF-2 (Zhang et al; 1991; Eriksson et al, 1991;
Moy et al, 1996).

La forme de 18kDa comprend quatre cystéines en position 25, 69, 87 et 92, la premiére et

la derniére étant trés conservées dans la famille des FGFs (Burgess et Maciag, 1989). Aucune de
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ces quatre cystéines n’est engagée dans un pont disulfure, mais une dimérisation du FGF-2 est
possible dans des conditions non dénaturantes entre les résidus Cys 69 et 87 (Zhang et al, 1991).
Il faut noter que ces quatre résidus ne semblent pas jouer un rdle structural majeur puisque leur
mutation par des résidus Ser ne modifie pas I’activité biologique du FGF-2 (Seno et al, 1988; Fox
et al, 1988; Arakawa et al, 1989). En revanche, pour le FGF-1, la mutation des trois cystéines
induit une stimulation de la prolifération cellulaire plus importante et indépendante de 1’héparine
ainsi qu’une augmentation de la susceptibilité a la dégradation, indiquant un rdle fonctionnel

important pour ces résidus (Xue et al, 2000).

1.2/ Effets biologiques des FGFs

1.2.1/ Le développement embryonnaire

Les FGFs ont d’importantes fonctions dans le développement embryonnaire (cf tableau 1).
Les FGF-1, FGF-2, FGF-3 et FGF-7 sont des inducteurs du mésoderme dans la jeune blastula de
Xénope (Kimelman et al, 1988; Grunz et al, 1988; Paterno et al, 1989; Slack et al, 1987; Amaya et
al, 1993). Les FGFs dont le FGF-4 (Arman et al, 1998), le FGF-8 (Sun et al, 1999), le FGF-10
(Kato et Sekine, 1999), le FGF-14 (Wang et al, 2000) et le FGF-17 (Xu et al, 1999) sont
également nécessaires pour le développement embryonnaire précoce et tardif chez la souris. Au
cours de ces dix derni¢res années, des travaux portant sur 1’étude des patrons d’expression des
différents FGFs dans la souris ont montré que les FGFs sont actifs dés I’embryogenése, puis au
cours du développement foetal et enfin, chez I’adulte, avec des spécificités temporelles et spatiales
différentes et plus ou moins restreintes (Hebert et al, 1990; DeLapeyriere et al, 1993; Hartung et al,
1997; McWhriter et al, 1997; Xu et al, 1998; Miyake et al, 1998; Hoshikawa et al, 1998; Sekine et
al, 1999; Xie et al, 1999; Wang et al, 2000). De plus, des études utilisant des souris “knock-out”
montrent que 1’absence d’un géne codant pour un membre de la famille des FGFs entraine des
phénotypes allant & des défauts mineurs jusqu’au caractere létale de la mutation. Ainsi, les souris
fgf-17 sont viables et fertiles, et présentent un cerveau et des membres normaux (Miller et al,
2000). Mais chez les souris fgf~-2"", qui sont aussi viables et fertiles, des défauts phénotypiques
tels qu’une diminution du nombre et de 1’organisation des neurones dans le cortex cérébral (Dono

et al, 1998; Ortega et al, 1998; Vaccarino et al, 1999; Raballo et al, 2000), des défauts de
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vascularisation accompagnés d’une hypotension (Dono et al, 1998; Zhou et al, 1998), des os plus
petits avec une mauvaise minéralisation (Montero et al, 2000) et des déficiences hématopoiétiques
Miller et al, 2000) ont ét€ observés. Ces défauts relativement mineurs ne sont pas diis & une
redondance fonctionnelle du FGF-1 et du FGF-2, car des souris 2 la fois fgf-2 " et fgf-1 * ne
présentent pas des phénotypes plus graves que ceux observés chez les souris fgf-2" (Miller et al,
2000). La plupart des souris homozygotes fgf-3 * meurent a la naissance avec une queue plus
courte, et celles qui survivent présentent en plus des défauts dans l’oreille interne (Mansour,
1994). Le FGF-6, dont I’expression est restreinte au muscle squelettique (DeLapeyriere et al,
1993) n’est pas vital pour les souris qui sont en apparence tout a fait normales (Fiore et al, 1997),
mais il est indispensable pour la régénération musculaire (Floss et al, 1997). Au contraire, la
mutation du géne fgf-4 est 1étale des les stades précoces du développement (Moon et al, 2000), et
les souris fgf~-10 - meurent dés la naissance et présentent une absence totale de développement des
poumons et des membres restés a 1’état de bourgeon (Min et al, 1998; Sekine et al, 1999). Des
travaux de “knock-out” ou I’expression in vivo de récepteurs mutés ont démontré également les
fonctions essentielles des récepteurs de haute affinit€ des FGFs, les FGFRs. La délétion du géne
fefrl chez la souris entralne une distribution aberrante du mésoderme avec par exemple ’absence
totale de somites, et montre que le FGFRI1 est essentiel pour la croissance des embryons des la
postimplantation et pour leur organisation axiale (Deng et al, 1994; Yamaguchi et al, 1994). Quant
au FGFR2, ses fonctions sont indispensables pour le développement embryonnaire précoce des les
premieres heures d’implantation du blastocyste et la morphogenese des poumons (Arman et al,
1998, 1999). La d€létion de la troisiéme boucle immunoglobuline de ce récepteur est 1étale pour les
embryons et démontre 1’importance de la signalisation induite par le FGFR2 dans la formation du
placenta et I’induction des membres, via les FGF-8 et FGF-10 (Xu et al, 1998). La mutation d’un
seul acide aminé dans la séquence du FGFR3, ou la délétion du géne codant pour ce récepteur a
mis en evidence le role essentiel du FGFR3 dans la morphogenése du squelette. En effet, les
souris homozygotes, exprimant le récepteur muté ou n’exprimant plus le géne fgfr3 meurent a la
naissance avec de grandes anomalies dans ’ossification (Colvin et al, 1996; Segev et al, 2000).
Par ailleurs, les mutations dans la séquence des FGFRs, et notamment dans celle du FGFR3,
existent a I’état naturel chez ’homme ot elles conduisent a des maladies génétiques graves avec de

profondes anomalies dans le développement squelettique (revue dans Burke et al, 1998). Ce point
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sera abordé dans le paragraphe II.1 (p.18) lors de la description de la structure des FGFRs. Toutes
ces données montrent bien 1’ampleur de I'implication des FGFs et de leurs récepteurs dans le
développement embryonnaire des mammiféres, aussi bien a des stades trés précoces comme la
prégastrulation qu’a des stades plus tardifs du développement tels que la morphogenese des

membres et de différents organes vitaux.

1.2.2/ La régénération et la réparation tissulaires

Une autre fonction connue des FGFs et en particulier des FGF-1 et FGF-2 est la réparation
et la régénération tissulaires. Le processus de cicatrisation fait intervenir des phénomenes de
migration, de prolifération, de différenciation cellulaires et d’angiogenese, pour la mise en place
d’un tissu cicatriciel appelé tissu de granulation. C’est grdce 4 la libération par les cellules
endommagées de molécules chémo-attractives comme le FGF-2 que dans un premier temps, les
cellules du tissu conjonctif autour de la blessure migrent et proliferent pour former le tissu de
granulation. Dans un deuxi€éme temps, la néovascularisation de la cicatrice au cours de laquelle
Iactivit¢ angiogénique du FGF joue un rdle primordial se met en place. En effet, des études
expérimentales ont montré que le FGF accélere la vitesse de cicatrisation de 1’épithélium de la peau
(Thomas et al, 1987) et de la cornée ( Assouline et al, 1989; Dabin et Courtois, 1991). Par ailleurs,
les FGFs sont impliqués dans la régénération du membre du pleurodele (Boilly et al, 1990), du
foie (Kan et al, 1989), et des nerfs périphériques (Cordeiro et al, 1989).

1.2.3/ L’angiogenese

Un des roles majeurs des FGFs in vivo est I'induction de la croissance de nouveaux
vaisseaux sanguins, c’est-d-dire 1’angiogenese. Ce processus a lieu dans des conditions
physiologiques telles que le développement du systtme vasculaire pendant la croissance
embryonnaire et foetale et la vascularisation utérine lors du cycle menstruel. Mais il contribue
également au développement de la croissance tumorale en permettant la néovascularisation
nécessaire a 1’oxygénation et a la croissance des cellules cancéreuses. L’angiogenése fait appel a la

migration et a la prolifération des cellules endothéliales, ainsi qu’a la dégradation de la matrice



9

extracellulaire par des protéases, permettant ainsi la progression des néovaisseaux. Des études in
vivo dans des souris nude et I'utilisation de modeles in vitro tels que la formation de tubes dans un
gel tridimensionnel, ont montré I’activité angiogénique des FGF-1, FGF-2 et FGF-4 (revue dans
Gerwins et al, 2000) Cette activité est diie a la capacité des FGFs a sumuler la prolifération et la
migration des cellules endothéliales (Tanako et al, 1994; Bagheri-Yarmand et al, 1998; Tanaka et
al, 1999; Kanda et al, 2000), ainsi que la production d’enzymes de dégradation de la matrice
extracellulaire comme la collagénase I (Arbiser et al, 1998), les métalloprotéinases (MMP)
(Deroanne et al, 1997; Partridge et al, 2000), ou ’activateur du plasminogéne de type urokinase,
I’uPA (Besser et al, 1995; Bastaki et al, 1997, Giuliani et al, 1999; Ribatti et al, 1999). Dans ce
processus physiologique interviennent égalerhent les deux types de récepteurs des FGFs. En effet,
la transfection des cellules par un anti-sens de ’ARNm du FGFR1 ou I’inhibition de l’activité
tyrosine-kinase de ce récepteur par le PD166866 bloque 1’angiogenese induite par le FGF-2,
démontrant ainsi la nécessité des FGFRs dans la transduction du signal angiogénique (Wang et
Becker, 1997; Panek et al, 1998). La signalisation déclenchée par le FGF-2 dans I’angiogenese est
encore mal comprise, mais une étude récente a montré a l’aide d’inhibiteurs spécifiques
I'implication des Sérine/Thréonine kinases p42/p44 et p38 Mitogen-Activated Protein Kinases
(MAPK) dans la prolifération et la migration des cellules endothéliales ainsi que dans la formation
in vitro de capillaires sanguins, grice en partie 4 une augmentation de synthese de protéases (uPA,
MMP) par p42/p44 MAPK et a une réorganisation des protéines du cytosquelette par la p38
MAPK (Tanaka et al, 1999). Quant aux sites de fixation de basse affinité, les héparanes sulfates
(HS), ils participent non seulement  la formation du complexe ternaire FGF-FGFR-HS et donc a
la signalisation du FGF, mais régulent aussi la biodisponibilit¢ du FGF avec I’action concertée de
protéases qui permettent son relargage dans le milieu environnant (Li et al, 1994; Whitelock et al,
1996; Lundin et al, 2000). Outre les études in vitro, des travaux utilisant des cellules
fibroblastiques NIH 3T3, de cancer de la vessie NBT-II ou du sein MCF-7, exprimant un membre
de la famille des FGFs (FGF-1, FGF-2, FGF-4) ont montré que in vivo, ces cellules forment des
tumeurs hautement vascularisées lorsqu’elles sont injectées a des souris nude (Yoshida et al, 1994;
Jouanneau et al, 1997; McLeskey et al, 1996, 1998b; Zhang et al, 1999). D’aute part, il a ét€
montré dans certains cas que le FGF peut induire I’angiogen¢se indirectement, en stimulant la

synthése et la sécrétion de d’autres facteurs angiogénes comme le VEGF (Vascular Endothelial



FGF Lignée cellulaire Caracteres observés Références
FGF-1 | fibroblastes Swiss 3T3 |+ perte de I'inhibition de contact et prolifération {Jaye et al, 1988
accrue. Petites tumeurs non progressives in vivo.
fibroblastes NIH 3T3 | croissance sans sérum, formation de colonies en | Bunnag et al, 1991
agar mou, et tumorigene in vivo.
cellules de carcinome de |+ hautement tumorigéne in vivo. Jouanneau et al,
vessie de rat (NBT-II) 1997
FGF-2 | fibroblastes de hamster |+ croissance sans sérum et formation de colonies | Neufeld et al, 1988
en agar mou.
mélanocytes normales de |+ croissance autonome et perte de différenciation | Dotto et al, 1989
souris cellulaire. Non tumorigene in vivo.
fibroblastes NIH 3T3 |- morphologie transformée et tumorigénique in | Quarto etal, 1991
vivo.
astrocytes foetaux » croissance indépendante d’ancrage et perte de | Gately et al, 1995
humains I’inhibition de contact.
cellules mammaires |+ croissance en agar mou. Non tumorigéne in|Souttou et al, 1996
immortalisées, HBL-100 | vivo.
cellules épithéliales de |+ croissance indépendante du sérum et de|Ropiquetetal, 1997
prostate (PNT I A) I’ancrage. Prolifération accrue.
mélanocytes humaines | ¢ croissance indépendante d’ancrage en agar mou. | Nesbit et al, 1999
normales Augmentation de la survie et de la prolifération in
Vivo.
FGF-3 |fibroblastes NIH 3T3 » formation de colonies en agar mou. Goldfarb et al, 1991
FGF-4 | fibroblastes NIH 3T3 » croissance indépendante du sérum et de|Talarico et Basilico,
I’ancrage en agar mou. 1991
cellules épithéliales diffé- [+ perte de la différenciation et croissance | Battaglia etal, 1993
renciées de la thyroide de | indépendante de la thyrotropine.
rat
cellules mammaires e croissance sans sérum, €t en agar|Souttouetal, 1996
immortalisées, HBL-100 | mou.Tumorigéne irn vivo.
cellules mammaires |+ formation de tumeurs dans des souris nude. Deroanne et al,
normales de souris EF43 1997
FGF-6 fibroblastes » capacité transformante. Coulier et al, 1994
FGF-7 cellules épithéliales - potentie]l invasif avec la surexpression de|Ropiquetetal, 1999
humaines protéases. Croissance indépendante d’ancrage et
de prostate PNT1A | prolifération accrue.
FGF-8 | fibroblastes NIH 3T3 |+ formation de colonies en agar mou et tumorigéne | Kouhara et al, 1994
in vivo.
fibroblastes NIH 3T3 |+ changements morphologiques et tumorigéne in l\ge;cArthur etal,
Vivo. 1995b
FGF-17 | fibroblastes NIH 3T3 [ activité transformante. Xu et al, 1999

Tableau 2 : Activité transformante in vitro et in vivo des FGFs (liste non exhaustive).
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Growth Factor) (Mandriota et Pepper, 1997; Deroanne et al, 1997; Seghezzi et al, 1998). Par

ailleurs, I’activité angiogénique des FGFs est corrélée avec le développement de différents types de
tumeurs, comme les cancers de la peau (Arbiser et al, 1998), de la vessie (O’Brien et al, 1997) et
du sein (Heffelfinger et al, 1999) et les mésothéliomes (Kumar-Singh et al, 1999). Les études in
vitro et in vivo et la corrélation entre 1’angiogenese et le développement tamoral ont amené 1’idée de
traiter les tumeurs solides en inhibant la néovascularisation tumorale. Ce concept est de plus en
plus concret. En effet, des études in vitro testent les propri€t€s antagonistes de molécules sur
I’activité angiogénique du FGF, comme la suramine (Tanako et al, 1994), I’ADN complémentaire
anti-sens du FGF-2 ou du FGFR1 (Wang et Becker, 1997), un inhibiteur spécifique du FGFR1
(Panek et al, 1998), un dérivé du dextran (Bagheri-Yarmand et al, 1998), ou encore un analogue
de la porphyrine (Aviezer et al, 2000). L’efficacité de certains composés anti-angiogéniques est
d’ailleurs déja en cours d’évaluation clinique (revues dans Kerbel, 2000; Hagedorn et Bikfalvi,
2000).

1.2.4/ La transformation cellulaire et le développement tumoral

Comme nous 1’avons vu dans les paragraphes précédents, les FGFs sont capables de
stimuler la prolifération, la différenciation et la migration d’un grand nombre de types cellulaires et
d’induire 1’angiogene¢se. Or, la dérégulation de ces fonctions peut conduire a une transformation
progressive des cellules et au développement d’une tumeur. Certains membres de la famille des
FGFs, tels que le FGF-3 (int2) dans des carcinomes mammaires de souris induits par le virus
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus), le FGF-4 (4stI) ou le FGF-5 (hst2) dans des tumeurs
humaines d’estomac (Human Stomach Tumor), ont ét¢ originellement identifi€s comme produits
d’oncogeénes. Comme il est indiqué de maniére non exhaustive dans le tableau 2, les FGFs sont
capables d’induire in vitro la transformation de différents types cellulaires, et sont responsables de
la tumorigénicité in vivo des cellules transfectées et inoculées dans des souris nude. Méme si dans
certains cas le caractere transformant induit par la transfection d’un gene codant pour un FGF n’est
que partiel ou nécessite un haut niveau d’expression du FGF, cela souligne le role possible des
FGFs dans les processus pathologiques tels que la cancérisation en stimulant la croissance des

cellules de maniére autocrine.
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Nous nous attarderons plus particulierement sur les conséquences de l’expression des
FGFs dans les cellules mammaires, grice aux travaux basés sur la transfection des cellules avec un
membre de la famille des FGFs. Ainsi, les cellules hormono-dépendantes de cancer du sein MCF-
7 transfectées par le FGF-1 deviennent tumorigenes lorsqu’elles sont injectées a des souris nude et
provoquent 1’apparition de métastases et de nombreux vaisseaux sanguins, soulignant ainsi le rdle
autocrine du FGF-1 sur ces cellules tumorales (Zhang et al, 1997, 1999). La transfection de ces
mémes cellules par le FGF-4 induit également 1’apparition de tumeurs vascularis€ées dans ces
souris, méme lorsque celles-ci sont traitées par le tamoxifene, un anti-oestrogéne. Ces résultats
suggerent que non seulement les FGFs participent a la tumorigenese, mais qu’ils interviennent
aussi dans la progression de la croissance tumorale vers un phénotype oestrogéne-indépendant,
voire résistant aux anti-oestrogénes (McLeskey et al, 1993, 1998a, 1998b). De méme, lorsque le
FGEF-3 ou le FGF-4 est transfecté dans des cellules mammaires myoépithéliales de souris (Hajitou
et al, 1998) et dans les cellules HBL-100 (Souttou et al, 1996), I’'un et l'autre conférent a ces
cellules un haut potentiel tumorigénique in vivo. Par contre, la transfection des cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 par le FGF-2 (forme de 18 kDa) diminue leur malignité en inhibant leur
potentiel migratoire et invasif in vitro et leur tumorigénicité ir vivo. Cet effet inhibiteur n’est pas
observé lorsque les cellules sont transfectées par les deux formes de haut poids moléculaires (22 et
24 kDa) ou par les 3 formes (18, 22, et 24 kDa) du FGF-2 (Korah et al, 2000). Ces résultats
soulignent le role différent des isoformes du FGF-2 dans la croissance cellulaire, et montrent que
la forme de 18 kDa, lorsqu’elle est exprimée seule, est capable par un mécanisme autocrine
d’inhiber la croissance de certaines cellules tumorales. Ces études de transfection de FGF dans des
cellules mammaires soulignent la probable implication de certains FGFs dans la tumorigenése
mammaire. Mais une surexpression du FGF n’est pas forcément obligatoire pour contribuer au
caractere agressif des cellules. En effet, il a ét¢ montré dans différentes lignées cellulaires de
carcinomes de colon que le caractere invasif des cellules est corrélé avec la production de FGF-2
endogéne qui agit de mani€re autocrine, et que ’ajout de FGF-2 dans le milieu de culture est
capable d’augmenter la capacit¢ d’invasion de ces cellules (Galzie et al, 1997). De méme,
P’expression du FGF-2 dans des cellules cancéreuses de poumon est corrélée a une division
cellulaire plus rapide et a une croissance indépendante d’ancrage parallelement & une forte

expression des FGFR1 et R2 (Berger et al, 1999).
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En plus des FGFs, les différents FGFRs (FGFR1, R2, R3 et R4), du fait de leur

spécificit€ vis-a-vis de certains FGFs (détaillée dans la partie suivante) peuvent jouer des rdles
différents sur la croissance cellulaire et le développement de la malignité. Feng et al. (1997) ont
montré que la transition de cellules épithéliales de prostate non malignes vers un caractere malin est
accompagnée de la perte progressive du phénotype différencié et de la communication avec le
stroma. Un des phénomenes pouvant expliquer cette perte de sensibilité aux facteurs du stroma
qui, dans des conditions normales régule la prolifération des cellules épithéliales en produisant de
nombreux facteurs de croissance, est la réduction de ’expression du FGFR2IIIb (ou KGFR)
concomittante a I’apparition du FGFR1 dans les cellules prémalignes, accélerant la progression
vers un phénotype malin. En effet, lorsque les cellules épithéliales expriment essentiellement le
KGFR, seul le FGF-7 (ou KGF, Keratinocyte Growth Factor) qui est produit uniquement par les
fibroblastes peut réguler de maniére paracrine la croissance des cellules €pithéliales. Mais avec
I’augmentation du rapport FGFR1/KGFR, les cellules épithéliales deviennent alors sensibles a
d’autres FGFs produits par le stroma et/ou par les cellules épithéliales elles-mémes (Feng et al,
1997). Une expression différentielle entre les isoformes (obtenues par €pissage alternatif) d’un
méme FGFR a également ét€ observée au cours de la progression des cellules vers la malignité. Ce
processus a €€ décrit pour lJe FGFR1 & deux boucles immunoglobulines (forme beta) dont
I’expression augmente parallélement & la malignité des cellules cancéreuses du pancréas par rapport
au FGFR1 a trois boucles immunoglobulines (forme alpha) principalement détecté dans les tissus

normaux (Kobrin et al, 1993).

Ainsi, les FGFs sont capables d’induire la transformation des cellules ir vitro et in vivo,
notamment en stimulant de maniére autocrine ou paracrine la prolifération cellulaire. Le rdle dans la
tumorigénicité des cellules et son implication dans 1’angiogenése tumorale en font une famille de
facteurs de croissance qui se révele étre de plus en plus partie prenante dans le processus de
cancérisation, par I’intermédiaire des FGFRs. Nous développerons ultérieurement 1’implication
des FGFs et de leurs récepteurs dans le cancer du sein afin de mieux comprendre le contexte
scientifique de cette thése qui a pour but d’€tudier le mécanisme d’action intracellulaire du FGF-2

dans une lignée cellulaire de cancer du sein.



Figure 3 : Structure générale du FGFR. Les numéros des acides aminés sont indiqués pour
le FGFR1. Les boucles Immunoglobulines sont numérotées de I a III. PS, peptide
signal; BA, boite acide; TM, transmembranaire; JM, juxtamembranaire; TK, tyrosine

kinase; K1, kinase insert; Ct, extrémité C-terminale.
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II/ LES RECEPTEURS DES FGFs

Les activités biologiques du FGF-2 sont médiées par deux types de sites de fixation. Les
sites de haute affinit€¢ (Kd = 10-600 pM) sont des récepteurs membranaires a activité tyrosine
kinase (FGFR) présents a la surface de nombreux types cellulaires et dans différents tissus. Les
sites de basse affinité sont des protéoglycannes de type héparane sulfate (HSPG) localisés dans les
membranes cellulaires et au niveau de la matrice extracellulaire; I’affinité des FGFs pour cette
classe de récepteurs varie de 2 a2 20 nM. Si le récepteur membranaire est considéré comme le
véritable récepteur dans le sens ou il initie la signalisation intracellulaire grace a son activité
tyrosine kinase, il est maintenant clairement établi que les sites de basse affinit€ interviennent non
seulement dans la stabilisation du complexe FGF-FGFR, mais aussi dans la régulation de la
signalisation intracellulaire en permettant I’induction de signaux qui menent aux effets biologiques
du FGF. Etant donnée I’'implication directe des FGFRs dans la signalisation intracellulaire du

FGF, dans ce chapitre, nous détaillerons davantage la structure de ces derniers.

I1.1/ Les récepteurs de haute affinité

La famille des FGFRs comprend des isoformes multiples, produits de quatre génes :
flg/FGFR1, bek/FGFR2, cek2/FGFR3 et FGFR4. Ces génes sont portés par quatre chromosomes
différents, respectivement les chromosomes 8, 10, 4, et 5 (revues dans Jaye et al, 1992; Johnson
et Williams, 1993). A ce jour, on ne compte pas moins d’une vingtaine d’isoformes au total pour
les quatre récepteurs, la plupart provenant des génes codant pour les FGFR1 et R2. En effet, des
épissages alternatifs qui ont lieu surtout dans la région extracellulaire des FGFRs, aboutissent a
différentes isoformes a partir d’un seul géne. Par analogie structurale, les FGFRs appartiennent au
groupe des récepteurs tyrosine-kinase qui comporte d’autres récepteurs de facteurs de croissance,
tels que le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), le NGF (Nerve Growth Factor) et ’EGF
(Epidermal Growth Factor). Ces récepteurs portent une activité enzymatique catalysant
spécifiquement la phosphorylation de leurs substrats peptidiques sur des résidus Tyrosine (revue
dans Ullrich et Schlessinger, 1990). Les FGFRs sont des protéines transmembranaires
glycosylées dont l’organisation structurale générale comporte trois domaines (Figure 3). Le

domaine extracellulaire contient deux ou trois boucles de type immunoglobuline (Ig) stabilisées par



Figure 4 : Diversité des isoformes des FGFRs. Le trait €paissi de la deuxieéme moiti€ de la
troisieme boucle Ig représente 1’épissage alternatif des exons IIIb ou Illc (D’ aprés Dionne

et al, 1991).

forme 1 : FGFR le plus long, avec les 3 boucles Ig.

forme 2 : délétion de la boucle Ig I (FGFR1, FGFR2)

forme 3 : délétion de la boucle Ig I et de la boite acide (FGFR2)

forme 4 : FGFR sécrété avec délétion du domaine cytoplasmique, transmembranaire, et
d’une partie de 1a boucle Ig IIT (FGFR1)

forme 5 : FGFR sécrété ne comportant plus que la boucle Ig I avec la boite acide et le
signal de sécrétion (FGFR2).
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un pont disulfure, une séquence de sécrétion en N-terminal et une séquence juxtamembranaire du
coté C-terminal. Il comporte six & neuf sites potentiels de N-glycosylation (Dionne et al, 1990).
Ces modifications post-traductionnelles semblent nécessaires a la fonctionnalité du récepteur,
notamment pour la fixation des FGFs, et leur présence peut expliquer en partie la grande variabilité
de masse moléculaire apparente des FGFRs (125-165 kDa) et les différences d’affinité du ligand
pour son récepteur (10-600 pM). On trouve ensuite un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire. Ce dernier est composé de deux domaines 2 activité tyrosine kinase interrompus par
une courte séquence (insert), d’un domaine juxtamembranaire en N-terminal, et d’une séquence C-

terminale en dehors du domaine tyrosine kinase.

I1.1.1/ Le domaine extracellulaire
Ce domaine extracellulaire est codé par plusieurs exons pouvant €tre soumis ou non 2

’épissage alternatif. Le premier exon invariant code pour un signal de sécrétion N-terminal.

¢ Boucle Immunoglobuline-like I

L’exon alpha codant pour la premiere boucle Ig est soumis 2 un épissage alternatif par

excision, et sa présence ou son absence définit respectivement les formes o (3 boucles) ou 5 (2

boucles) du FGFR (formes 1-3 de la figure 4). L’épissage alternatif de la boucle Ig I n’a lieu que

pour les génes FGFR1 et R2, les isoformes FGFR3 et R4 n’ayant ét€ décrites a ce jour que sous la

forme o. La séquence peptidique de cette premiere boucle Ig est tres peu conservée entre les

FGFRs (21 a 38%) en comparaison avec les deux autres boucles (63 a 82%) (revue dans Jaye et
al, 1992). Elle n’est pas requise pour la fixation du FGF-2 ou des molécules sulfatées sur les
FGFRs. Cependant, des études in vitro ont montré qu’un mutant FGFR1 délét€ de la premicre
boucle et de la boite acide a une plus grande affinité pour I’héparine et pour le FGF-2, suggérant
un rdle de régulation négative de ces deux €léments dans ’interaction du récepteur avec son ligand
et les sites de basse affinité (Shi et al, 1993; Wang et al, 1995a). Ces données in vitro sont

appuyées par des observations in vivo. En effet, un switch de 1’épissage alternatif des FGFRs a

trois boucles (o) vers les récepteurs a deux boucles Ig (B) a été observé dans des tumeurs du



15

pancréas, du cerveau, du sein et de gliobastome. L’exclusion de 1’exon & ou 1’augmentation du

rapport des transcrits FGFR18/FGFR 1o entraine une augmentation de ’affinité du récepteur pour

son ligand et de ce fait, induit la transformation néoplastique des cellules normales et la
progression vers un phénotype plus agressif des cellules cancéreuses (Kobrin et al, 1993;

Yamaguchi et al, 1994; Penault-Llorca et al, 1995; Lugmani et al, 1995; Jin et al, 2000). Ainsi,

comme nous venons de le voir, une différence fonctionnelle existe entre les formes longues (o) et

courtes (B) des FGFRs, die a I'influence de la premiére boucle Ig sur Daffinit€ des FGFs et de
I’héparine pour les récepteurs de haute affinité. De plus, cet épissage alternatif semble jouer un rdle
important dans la progression tumorale en modifiant les réponses des cellules vis-a-vis de I’activité

paracrine ou autocrine des FGFs.

¢ La boite acide

Un seul exon code pour le domaine entre les boucles Ig I et II qui est caractérisé par un
regroupement d’acides aminés acides (Glu, Asp) et de résidus Sérine et Thréonine définissant le
domaine de la boite acide (acid box) comportant 4 2 8 acides aminés acides et dont la séquence est
relativement divergente parmi les 4 FGFRs. Cet exon peut étre partiellement ou enticrement délété
sur le FGFR18 et le FGFR28, mais cela n’affecte pas la fixation du ligand (Jaye et al, 1992; Hou
et al, 1992). Le domaine acide ne semble pas avoir de fonction directe, mais il coopere avec la
premiere boucle Ig pour réguler I’affinité du FGFR pour le FGF et des sites de basse affinité (Shi
etal, 1993; Wang et al, 1995a). Le FGFR1, qui a la plus longue série de résidus acides parmi les
quatre récepteurs, peut présenter ou non le dipeptide Arg-Met (RM) en C-terminal du domaine

acide. Ce dipeptide serait un site reconnu par une protéase, permettant la conversion des formes

FGFR1a en FGFR1B et régulant ainsi Iaffinité des ligands pour leur récepteur (Johnson et al,

1990). Les isoformes FGFR3 et R4, qui sont toujours de formes o, ne posseédent pas de résidus

basiques homologues a ce dipeptide.
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¢ Boucle Immunoglobuline-like II

La deuxie¢me boucle Ig est codée par deux exons invariants dans les quatre FGFRs. Elle
comporte le site primaire d’interaction du récepteur avec le FGF et une séquence d’environ 20
acides aminés dans sa partie N-terminale constituant le site de fixation de I’héparine ; la plupart des
acides aminés intervenant dans cette reconnaissance sont trés conservés parmi les FGFRs des
vertébrés (Kan et al, 1993; Kan et al, 1996). La présence invariable de la boucle Ig II aussi bien
dans les tissus sains que cancéreux indique le role essentiel de cette partie du récepteur pour la
fixation du ligand mais également pour celle des héparanes sulfates qui jouent un réle critique dans
la formation du complexe FGF-FGFR et la régulation de ’activité des FGFRs. Ces interactions

seront détaillées dans le paragraphe suivant.

e Boucle Immunoglobuline-like III

La séquence entre les boucles Ig II et III et la partie N-terminale de la boucle Ig II sont
codées par un exon invariant (exon IIla), alors que la région C-terminale de cette derni¢re boucle
est codée par un autre exon soumis a un épissage alternatif (exon IIIb ou IIIc). Ces séquences
participent & la fixation du FGF-2 sur le récepteur (Plomikov et al, 1999) et déterminent la
spécificité ligand/récepteur (Wang et al, 1995). De plus, les interactions a I'interface entre les deux
récepteurs du dimere ont été localisées dans la région inter-boucle et la partie N-terminale de la
boucle Ig III (Pantoliano et al, 1994; Wang et al, 1997) en plus de la région décrite dans la boucle
Ig Il du FGFR par Plotnikov et al. (1999).

La troisiéme boucle Ig est codée par plusieurs exons dont le nombre dépend du gene
FGFR. Alors que le géne FGFR4 contient uniquement I’exon IIIc’ (Vainikka et al, 1992), les
genes FGFR1, R2 et R3 possédent 2 exons adjacents, les exons IIIb et IIc, qui codent pour des
variants de la moitié C-terminale de la boucle Ig III (Champion-Arnaud et al, 1991; Johnson et al,
1991). Dans le cas du FGFR2, I’épissage de ces deux exons IIIb ou Illc est mutuellement exclusif
et comme pour I’épissage alternatif de I’exon alpha de la premiére boucle Ig, I’utilisation alternative
de ces exons est corrélée a des processus biologiques importants, & savoir la spécificité de fixation

du ligand sur son récepteur d’une part, et le phénotype des cellules, d’autre part. En ce qui
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concerne le premier point, c’est la moitié C-terminale de la boucle Ig IIT qui détermine la spécificité
de reconnaissance du FGFR pour les FGFs (Yan et al, 1992, 1993a). Par ailleurs, différents
groupes ont montré que le FGFR2(IIIb) (KGFR) et le FGFR2(Illc) (BEK) ne sont jamais
coexprimés a la surface d’une méme cellule, ’expression de I’'une ou 1’autre de ces deux isoformes
définissant un phénotype cellulaire différent (Yan et al, 1993b; Wang et al, 1995b). Ainsi, les
cellules épithéliales expriment uniquement les transcrits IIIb, et les cellules fibroblastiques, les
transcrits IIlc. Par contre, l'utilisation de ces deux exons pour le FGFR3 n’est pas tissu-
spécifique, puisque les cellules fibroblastiques expriment un mélange des formes IIIb et OIc du
FGFR3 (Scotet et Houssaint, 1995). In vivo, un switch de 1’expression exclusive de 1’isoforme
FGFR2(IlIb) vers I'isoforme FGFR2(IIIc) a été associée a une évolution vers la malignit€ de
cellules épithéliales de prostate qui perdent ainsi leur dépendance vis & vis des facteurs de
croissance produits par le stroma, dont le FGF-7 ou KGF (Yan et al, 1993b; Carstens et al, 1997).

En revanche, ’expression de ces deux variants ne varie pas entre les tissus mammaires normaux et

cancéreux (Lugmani et al, 1996).

La troisieme boucle des FGFR1 et R2 peut &re sujette a une variation supplémentaire. En
effet, il existe un site de polyadénylation en aval du premier exon codant pour la boucle Ig III qui
donne lieu & un produit tronqué et sécrété auquel il manque la région transmembranaire et le
domaine intracellulaire (Johnson et al, 1991) (cf la forme 4 de la figure 4). Trés récemment, une
forme tronquée du FGFR4 a été décrite dans des cellules épithéliales intestinales (Takaishi et al,
2000). La forme tronquée du FGFR1 est capable de fixer avec une affinité 10 fois plus importante
le FGF-2 (30 nM) que le FGF-1 (300 nM) (Duan et al, 1992). L.a fonction de ce variant de FGFR
capable de fixer le FGF et 1’héparine, n’est pas clairement définie. Cependant des études récentes
indiquent un role régulateur des récepteurs solubles dans 1’activité paracrine des FGFs. En effet, in
vitro, sa présence dans le milieu de culture inhibe la prolifération induite par le FGF-2 dans les
cellules HL.-60 (Wang et al, 2000), et in vivo, il affecte la croissance et le développement de
nombreux organes tels que les reins et les poumons, et des membres de souris (Celli et al, 1998).
Il pourrait agir en séquestrant les molécules de FGF libres, les empéchant ainsi de se fixer aux
récepteurs membranaires, ou jouer le rdle de dominant négatif en se dimérisant avec le domaine

extracellulaire d’un récepteur non tronqué (Johnson et al, 1991; Duan et al, 1992; Werner et al,
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1992). Cependant, il semble que I’affinité pour le FGF soit considérablement diminuée comparée
aux formes membranaires, et rapidement perdue du fait de I’instabilité de ces formes tronquées

(Kan et al, 1996).

I faut noter que la présence des ponts disulfures au niveau des trois boucles Ig sont
essentielles pour I’intégrité et la fonctionnalité des FGFR. En effet, des mutations conduisant a la
création ou la délétion d’un résidu Cystéine dans le domaine extracellulaire entrainent une
dimérisation covalente des récepteurs a travers des ponts disulfures intermoléculaires, et par
conséquent conduisent a une autophosphorylation des FGFRs indépendante du ligand et a une
activation constitutive de I’activité tyrosine kinase des récepteurs (Neilson et Friesel, 1996). Ces
mutations existent a 1’état naturel, notamment dans la troisi¢tme boucle Ig, (cf p.7) et sont
responsables de nombreuses maladies génétiques comme le syndrdme de Crouzon (revue dans

Burke et al, 1998).

I1.1.2/ Les domaines juxtamembranaires et transmembranaire

Les domaines juxtamembranaire extracellulaire, transmembranaire, et une grande partic du
domaine juxtamembranaire intracellulaire sont codés par un méme exon, dont la séquence en acides
aminés est relativement divergente parmi les quatre génes codant pour les FGFRs. Ces domaines
semblent jouer un rdle important dans 1’oligomérisation des récepteurs. En effet, des mutations
individuelles naturelles dans le domaine transmembranaire du FGFR3 stabilise la conformation
dimérique des récepteurs, entrainant ainsi une stimulation indépendante du ligand de 1’activité
tyrosine kinase du récepteur. Cette signalisation constitutive et soutenue conduit a un
développement anormal du squelette et du crane, responsable de maladies comme 1’achondroplasie
(Neilson et Friesel, 1996, Webster et Donoghue, 1996; Li et al, 1997; Raffioni et al, 1998). Par
ailleurs, un €pissage alternatif dans le domaine intracellulaire juxtamembranaire peut donner lieu ou
non a un dipeptide Thr-Val, site potentiel de phosphorylation pour une Ser/Thr kinase telle que la
protéine kinase C, et qui jouerait un role dans le métabolisme des FGFRs (Hou et al, 1991;

Gillespie et al, 1995).
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I1.1.3/ Le domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire kinasique et la région C-terminale des récepteurs sont codés par
au moins 8 exons (Johnson et al, 1991). Le domaine kinasique est composé d’un site de fixation
de ’ATP séparé du domaine catalytique par un insert de 14 acides aminés. La séquence de ce
dernier differe parmi les FGFRs, alors que les deux domaines adjacents sont trés conservés. Ce
domaine intracellulaire du récepteur est primordial pour P'activité des FGFs. En effet, la mutation
de certains résidus ou la troncation, naturelle ou non, du récepteur dans cette région est corrélée 2
une diminution, voire 2 une absence de signalisation, et par conséquent de I’activité biologique des
FGFs comme la transformation cellulaire des fibroblastes NIH3T3 (Li et al, 1994) ou leffet
mitogene (Wang et al, 1996b). De plus, des mutations naturelles de résidus basiques adjacents au
site d’autophosphorylation dans le FGFR3 rendent alors possible la fixation de I’ ATP sur son site,
qui est normalement inaccessible en absence du ligand par un phénomeéne d’autoinhibition
(Mohammadi et al, 1996b), ce qui induit une activation du récepteur indépendante du ligand,
provoquant des troubles profonds du développement osseux responsables de maladies génétiques
létales (Webster et al, 1996; revue dans Burke et al, 1998). Enfin, I’extrémité C-terminale du
FGFR semble réguler négativement 1’activité du récepteur, puisque des mutations dans cette région

entrainent un niveau plus élevé des phosphorylations basales (Lorenzi et al, 1997).

Le domaine kinasique du FGFR1 contient au moins sept sites d’autophosphorylation de
tyrosine : la tyrosine 463 dans la région juxtamembranaire, les tyrosines 583 et 585 dans I’insert,
les tyrosines 653 et 654 dans la boucle d’activation et les tyrosines 730 et 766 dans 'extrémité C-
terminale du récepteur (Shi et al, 1993; Mohammadi et al, 1996a). L’étude de la structure du
domaine kinasique du FGFR1 a mis en évidence 1’éloignement relatif des tyrosines par rapport au
site catalytique du FGFR, et supporte donc le modele dans lequel la dimérisation des récepteurs
induite par le ligand est essentielle pour I’autophosphorylation des deux récepteurs (rans-
autophosphorylation) (Mohammadi et al, 1996b). L’utilisation de FGFR1 mutés dans lesquels un
ou plusieurs résidus Tyrosine ont €t changés en phénylalanine a montré que la trans-
autophosphorylation des tyrosines 653 et 654 est primordiale pour l’activation de I’activité
kinasique du FGFR1 et la stimulation par le FGF-1 de la prolifération des myoblastes L6, de la
différenciation des cellules PC12 (Mohammadi et al, 1996a) et de I’induction de I’uPA (Roghani et
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al, 1996). Au contraire, la Tyr-766 n’est pas requise pour ’activité mitogéne du FGF mais elle est
indispensable pour la fixation de la phospholipase C gamma (Shi et al, 1993; Mohammadi et al,
1991), ’hydrolyse des phosphoinositols (Mohammadi et al, 1992) et I’internalisation du récepteur
(Sorokin et al, 1994). Quant aux autres tyrosines (463, 583, 585 et 730), elles ne sont nécessaires
ni au recrutement et a ’activation des protéines de signalisation -qui seront détaillées dans la partie
sur la signalisation des FGFs-, ni & lactivit¢ mitogénique ou différenciatrice du FGF-1
(Mohammadi et al, 1996a). Par contre, la phosphorylation de la Tyr-463 et -730 est indispensable
pour I’induction de l’activité de I'uPA (Dell’Era et al, 1999). Ces derniéres données mettent en
exergue la différence de signalisation par le FGF entre la stimulation de la prolifération et celle de la
migration auquelle peut €tre rattachée indirectement 1’activation de I'uPA ; ceci a fait 1’objet d’une
revue dont le titre est “FGF signals for cell proliferation and migration through different pathways”
et qui est fournie en annexe de la thése (Boilly et al, 2000).

La comparaison des séquences peptidiques des quatre FGFRs a permis de déterminer que
les sites d’autophosphorylation sont plus ou moins conservés entre les récepteurs : les Tyr-463 et -
585 sont trouvées dans les FGFR1 et R2, la Tyr-583 dans les FGFR1 a R3, et les Tyr-730 et -766
dans les quatre FGFRs (Mohammadi et al, 1996b). Ces différences subtiles qui existent entre les
domaines cytoplasmiques des FGFRs leur conferent pourtant une signalisation et des activités
biologiques différentes. Wang et al. (1994) ont caractérisé les protéines de signalisation activées
par le FGFR1 et le FGFR4 dans des cellules lymphoides BaF3 et myoblastiques L6 transfectées
par 'une ou I’autre de ces deux isoformes de FGFR. Ils ont montré que le FGFR1, qui stimule la
croissance de ces cellules en présence de FGF-1 ou FGF-2, active davantage la phospholipase C
gamma, SHC et les MAPK que le FGFR4, qui lui, n’a aucun potentiel mitogénique dans ces

b

cellules. Une étude plus récente réalisée a partir de récepteurs FGFR chimeres (domaine

extracellulaire du récepteur du PDGF[ et domaines transmembranaire et intracellulaire du FGFR1,

R3 ou R4) aboutit a la méme conclusion : Les différents FGFRs activent plus ou moins fortement
les molécules de signalisation selon l'intensité de leur activité tyrosine-kinase, celle du FGFR4
étant la plus faible (Raffioni et al, 1999). Outre une signalisation différente entre les quatre types de
FGFRs, il faut noter qu’une hétérodimérisation est possible entre des récepteurs de type différent
(R1, R2, R3, R4) et/ou résultant d’un épissage alternatif (formes alpha ou beta, formes IIIb ou

ITIc) qui, on I’a vu, peut modifier considérablement I’affinité et I'activité des FGFs (Bellot et al,
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1991; McKeehan et Kan, 1994; Nurcombe et al, 2000). Si I’on prend en compte ces deux

phénomenes, s’offrent alors a la cellule-cible des combinaisons multiples de diméres de récepteurs,
et par conséquent, une régulation extremement fine de la signalisation induite par le FGF, tant en

intensité et durée du signal qu’en recrutement de protéines intracellulaires.

I1.1.4/ Affinité des FGFs pour les FGFRs

Au cours du développement embryonnaire, les FGFs sont impliqués dans de nombreuses
fonctions qui parfois s’opposent, nécessitant une régulation extremement fine de leurs activités et
de leur spécificité. Celle-ci est permise par une expression des FGFs et de leurs récepteurs qui est
régulée dans 1’espace et le temps, et d’autre part, par une régulation de la spécificité de fixation des
FGFs sur les différentes isoformes des FGFRs. Cette derni¢re, comme nous allons le voir
maintenant, est rendue trés complexe du fait de Ia redondance de fixation d’un FGF sur plusieurs

récepteurs et de reconnaissance par un méme récepteur de plusieurs FGFs.

Des études de mutagenése dirigée des FGFRs a différents endroits du domaine
extracellulaire ont permis d’identifier quelqlies séquences essentielles qui conferent la spécificité du
ligand. La dél€tion de la premiere boucle Ig du domaine extracellulaire et de la boite acide adjacente
du FGFR n’affecte pas la spécificité de fixation des FGFs (Miki et al, 1992; Hou et al, 1992;
Wang et al, 1999, Chellaiah et al, 1999) mais peut augmenter l’affinité du ligand pour son
récepteur, suggérant que la boucle Ig I et la boite acide dissumuleraient le site de fixation du FGF
sur son récepteur et que leur délétion faciliterait alors 1’accessibilité de ce site au ligand (Shi et al,
1993; Wang et al, 1995). La boucle Ig II est la plus conservée parmi les FGFRs. L homologie de
séquence entre la boucle II des quatre FGFRs chez I’homme, le rat, la souris, le poulet et le xénope
est de 65%, alors qu’elle n’est que de 17% et 51% pour les boucles I et I, respectivement (Jaye et
al, 1992; Xu et al, 1992; Johnson et Williams, 1993). Il a ét€ montré que cette seconde boucle est
indispensable pour la fixation des FGFs et de I’héparine (Kan et al, 1993) et qu’elle constitue le
site primaire de fixation des FGFs sur leurs récepteurs de haute affinité, site commun et nécessaire
pour tous les FGFs (Wang et al, 1999). Dans le cas du FGF-1 qui fixe tous les récepteurs (cf

Tableau 3), ce site est nécessaire et suffisant pour sa fixation. D’une maniére générale, la



FGFR FGF-1 FGF-2 FGF3 FGF4 FGF5 FGF6 FGF7 FGF8 FGF9
1b ++++ ++ + + +/- +/- +/- +/- +/-
1c ++++ At - +4+++ ++ ++ - - +
2b ++++ +/- ++ + +/- +/- +++ +/- +/-
2¢ ++++ ++ +/- ++++ + ++ +/- + +++
3b ++++ - - - - - - - ++
3¢ ++++ et - +++ + +/- - ++ ++++
4 ++++ et +/- ++++ +/- +++ - +++ +++
(21g)

Tableau 3 : Activités mitogenes relatives des FGF-1 a FGF-9 sur les cellules BaF3 transfectées
par une forme de FGFR. L’activit¢ mitogene des FGFs pour chaque récepteur est
relative a celle du FGF-1 (100%) : ++++, de 90 4 110%; +++, de 70 4 89%; ++, de

40 2 69%; +, de 10 a 39%; +/-,de 22 9%; -, de 0 & 1,9% (D’ aprés Ornitz et al, 1996) .
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spécificité de reconnaissance est donnée par une région du FGFR comprenant le lien entre les
boucles Ig IT et I1I et 1a partie N-terminale de la boucle Ig III, mais les deux boucles II et III étant
nécessaires pour la fixation spécifique du ligand. La boucle Ig III isolée ne permet pas la fixation
des FGFs, la présence des séquences adjacentes étant requise (Miki et al, 1992; Hou et al, 1992;
Wang et al, 1999; Chellaiah et al, 1999; Plotnikov et al, 1999). La fixation du FGF-2 sur le
FGFR1 et le R3 nécessite deux sites : le lien entre les domaines Ig I et IT et le domaine Ig II d’une
part, et le domaine Ig III d’autre part. Ces deux régions agissent de maniere coopérative et assurent
une fixation optimale du FGF-2 sur son récepteur (Chellaiah et al, 1999).

Comme le montre de mani¢re résumée le tablean 3, chaque FGF se fixe avec plus ou moins
d’affinité sur les différentes isoformes des FGFRs, sauf le FGF-1 qui se fixe indifféremment sur
toutes les formes des récepteurs, et qui a ce titre, est qualifié de « ligand universel ». Le FGF-2
les reconnait également tous, mais avec une affinité moindre pour les FGFR3 et R4 et les
isoformes IIb. Pour les autres FGFs, un élément majeur déterminant pour la spécificité de fixation
est ’épissage alternatif de la partie C-terminale de la troisi¢me et derni¢re boucle Ig des FGFR1-
R3. Le FGF-7 (KGF) est particulier puisqu’il se fixe uniquement sur la forme IIIb du FGFR2
appelé de ce fait, le KGFR, qui peut néanmoins lier le FGF-1 et FGF-2. Les formes b du FGFR2
(épithéliales) sont activées €galement par les FGF-3 et FGF-10, qui, avec le FGF-7, sont produits
par les tissus mésenchymateux et agissent de mani¢re paracrine sur les cellules épithéliales. Ces
FGFs ne se fixent pas du tout sur les formes ¢ (mésenchyme) des récepteurs. A 'inverse, le FGF-
8 dont ’expression est essentiellement restreinte aux tissus €pithéliaux, active le FGFR2c, mais
pas le FGFR2b (Avivi et al, 1993; Yan et al, 1993b; Gilbert et al, 1993; Ormnitz et al, 1996; Luo et
al, 1998; Wang et al, 1999). Le FGF-4 active la forme c, et pas ou peu la forme b, des FGFR1-
R3, les FGF-5 et FGF-6 également, mais avec une affinité nettement moindre (Ornitz et al, 1996).
Le FGF-9 reconnait davantage les formes c des récepteurs que les variants FGFRIIIb, et n’active
pas les FGFR1b et FGFR2b. Quant au FGFR3b, il est tres spécifique puisqu’il ne fixe que le
FGF-1 et le FGF-9 (Hecht et al, 1995; Ornitz et al, 1996; Santos-Ocampo et al, 1996). Le FGF-6
peut activer les FGFR1c et FGFR2c, mais son activité est faible pour le FGFR3c (Pizette et al,
1991; Ornitz et al, 1996). De méme, les FGF-8, FGF-17 et FGF-18 activent les FGFR2c et
FGFR3c mais faiblement le FGFR1c (MacArthur et al, 1995a; Omitz et al, 1996). Enfin, la forme

soluble sécrétée des FGFR comprenant 1’exon IIla est capable de lier les FGFs mais avec une
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affinité plus importante pour le FGF-2 (Duan et al, 1992; Wang et Thomas, 1994). Ainsi, comme

le montrent ces €tudes, des différences de spécifité de fixation existent non seulement entre des
variants d’épissage alternatifs (IIIb versus IIlc), mais aussi entre les quatre types de récepteurs
ayant subi le méme épissage, ce qui permet in vivo de réguler finement 1’action des FGFs sur leurs

cellules-cibles et sur les cellules productrices.

I1.1.5/ Le Cysteine-Rich FGF Receptor (CFR)

En plus des récepteurs membranaires de haute affinité décrits ci-dessus, une autre protéine
ancrée a la membrane et fixant le FGF a ét€ identifiée : le récepteur au FGF riche en cystéines
(CER). Purifié initiallement dans les embryons de poulet comme une protéine fixant le FGF, le
CFR est une glycoprotéine de 150 kDa (Burrus et al, 1989, 1992). Par la suite, une homologie de
plus de 90% a ét€ trouvée entre le CFR humain et la protéine MG-160 spécifique de 1’appareil de
Golgi de rat (Gonatas et al, 1995) et avec I’ESL-1, une protéine fixant la E-sélectine et localisée a
la surface cellulaire (Steegmaier et al, 1995). La protéine CFR, comme celle de rat n’est pas
détectée a la surface cellulaire, mais elle est concentrée dans la membrane de 1’appareil de Golgi
(Gonatas et al, 1995; Zuber et al, 1997). Cependant, une forme du CFR clivée au niveau de la
région cytoplasmique C-terminale a ét€ mise en évidence. Ce CFR soluble sécrété par les cellules
est détecté au niveau de la surface cellulaire et de la matrice extracellulaire (Steegmaier et al, 1997;
Zuber et al, 1997). La séquence du CFR révele une répétition de 16 unités riches en cystéine dans
le domaine situé dans la partie intraluminale de ’appareil de Golgi, et une courte séquence
cytoplasmique de 13 acides aminés. Le CFR fixe spécifiquement les membres de la famille des
FGFs, tels que les FGF-1, FGF-2, FGF-3 et FGF-4 (Burrus et al, 1992; Kohl et al, 2000). De
plus, Zhou et al. (1997) ont montré que la fixation du FGF-2 sur le CFR ne requiére pas
d’héparane sulfate et que les régions du FGF-2 qui interagissent avec le FGFR ou le CFR sont
identiques, suggérant une fixation mutuellement exclusive des FGFs sur 'un ou 1’autre des
récepteurs. D un point de vue fonctionnel, le CFR réduit ’accumulation intracellulaire des FGF-1
et FGF-2 exogenes lorsqu’il est exprimé dans des cellules CHO, non pas en bloquant leur entrée
dans la cellule ou en diminuant leur stabilit¢, mais plutét en augmentant considérablement leur

circulation intracellulaire des compartiments d’endocytose jusqu’a la surface membranaire, via
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I’appareil de Golgi (Zuber et al, 1997). Trés récemment, Kohl ez al. (2000) ont montré que le

CFR empéche également la sécrétion du FGF-3 synthétisé en le séquestrant dans 1’appareil de
Golgi. Quant a la forme soluble du CFR, elle pourrait jouer un role identique a celui des FGFR
tronqués. Ainsi, méme si les effets du CFR sur I’activité biologique des FGFs sont encore trés peu
connus, il semble néanmoins que leur présence extra- et/ou intra-cellulaire régule de maniére

importante les réponses des cellules-cibles aux FGFs.

I1.2/ Les récepteurs de basse affinité

Une des propriétés des FGFs est leur forte affinité pour 1’héparine, ce qui permet d’ailleurs
de purifier sélectivement ces facteurs de croissance (Burgess et Maciag, 1989). Cette affinité refléte
Paffinité pour les molécules de type héparine, les protéoglycannes de type héparane sulfates
(HSPG). Ces molécules de haut poids moléculaire représentent les sites de liaison de basse affinité
des FGFs et possedent un Kd de 'ordre de 1-10 nM pour le FGF-2 (Femig et Gallagher, 1994).
Les HSPG sont produits par les cellules et sont présents a la surface cellulaire et dans la matrice
extracellulaire de nombreux tissus et organes de mammiferes (revue dans Kjellen et Lindahl,
1991). IIs interagissent directement avec le FGF-2, modulant ainsi sa distribution et son activité

biologique (Iozzo, 1998).

I1.2.1/ Caractéristiques structurales

Les HSPG sont composés d’un axe protéique ou core protéique, sur lequel un nombre
variable de chaines de glycosaminoglycannes sulfatés (GAG) de type héparane sulfates sont fixées
par des liaisons covalentes O-glycosidiques. Les héparanes sulfates (HS) sont des chaines linéaires
de répétitions d’unités disaccharidiques composées d’un acide hexuronique (acide glucuronique ou
iduronique) et d’une D-glucosamine, et dont la longueur varie de 50 & 150 sucres (masse
moléculaire de 5000 a 100000). Ces chaines polysaccharidiques sont plus ou moins sulfatées (O-
et N-sulfatation) et N-acétylées. L’ensemble de ces modifications donnent lieu a de nombreux HS
qui différent dans leur structure, dans la nature des unités saccharidiques et dans le degré de

sulfatation de celles-ci. En particulier, le degré de sulfatation des HSPG influence fortement 1’effet
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protecteur de ces molécules vis a vis des enzymes de dégradation (Coltrini et al, 1993) et leur effet
sur les activités biologiques du FGF-2 et du FGF-1 telles que la prolifération, la migration ou la
différenciation cellulaire (Brickman et al, 1998; Nurcombe et al, 2000). Par ailleurs, la nature du
groupement sulfate joue un rdle différent dans la fixation du FGF-2 sur ses récepteurs de basse
affinité et son activité biologique. En effet, les groupements N-sulfates et 2-0-sulfates des HS sont
indispensables pour la fixation du FGF-2 (Ishai-Michaeli et al, 1992; Turnbull et al, 1992). Quant
a la 6-O-sulfatation, si elle influence peu la fixation du FGF-2, sa présence dans les HS et
I’héparine semble néanmoins requise pour l’activité mitogéne du FGF-2 (Pye et al, 1998; Lundin
et al, 2000). Par ailleurs, I’enchainement méme des sucres des HS est crucial : Turnbull et al.
(1992) ont identifié la séquence dissaccharidique d’un acide iduronique O-sulfaté et d’une
glucosamine N-sulfatée (Ido(2-OS0O,) alpha 1,4 GIcNSO,) comme €tant nécessaire a la fixation de
I’héparane sulfate sur le FGF-2. Ces modifications des héparanes sulfates jouent donc un role
primordial dans la spécificité d’interaction et de liaisons des HSPG avec leurs ligands présents
dans la matrice extracellulaire et dans divers processus biologiques (revue dans Turnova et al,
2000). Dans cette partie, nous nous focaliserons sur les HSPG intervenant dans la régulation de
I’activité du FGF-2. Ce demnier est capable de se fixer in vivo sur trois types principaux d’HSPG :
le syndecan, le glypican et le perlecan. Mais dans la plupart des études in vitro, ’héparine est
couramment utilisée de maniere pratique et fonctionnelle pour mimer les effets des HSPG sur les

cellules.

I1.2.1.1/ Le syndecan

Les premiers HSPG pouvant fixer le FGE-2 ont ét€ identifiés en 1990 comme appartenant a
la famille des syndecans (syndecans 1-4) (Kiefer et al, 1990). Ces protéines transmembranaires de
309 acides aminés portent dans leur domaine extracellulaire des GAG essentiellement de type
héparane sulfates, et leurs domaines C-terminal et transmembranaire sont trés conservés. Il a €t
montré que les syndecans sont capables de réguler positivement la signalisation et 1’activité
biologique du FGF-2 en permettant la formation d’un complexe ternaire FGF-2-FGFR-HSPG
hautement actif (Steinfeld et al, 1996). Les résultats de la transfection de cellules endothéliales par
le syndecan-1 ou le syndecan-4 ont montré que dans ces cellules, 1’expression du syndecan-4

augmente la prolifération et la migration des cellules induites par le FGF-2 et que cet effet
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spécifique du syndecan-4 est médi€ par son extrémité cytoplasmique, probablement via I’activation
de la protéine kinase C (Volk et al, 1999). Dans des cellules de lymphome, 1’expression du
syndecan-1 est capable de réguler positivement 1’activité du FGF-2 (Filla et al, 1998). De plus, les
syndecans possédent un site de clivage protéolytique prés de leur région transmembranaire (revue
dans Bernfield et al, 1992), et la formation de syndecans solubles peut réguler ’activité du FGF-2.
En effet, le relargague de leur domaine extracellulaire dans le milieu de culture inhibe I’activité
mitogene du FGF-2 probablement en séquestrant les molécules de FGF-2, les empéchant ainsi de
se fixer aux FGFRs (Zhou et al, 1997; Kato et al, 1998).

Si les syndecans sont capables de réguler I’activité du FGF-2, le FGF-2 peut aussi moduler
cette régulation en influencant lui-méme 1’expression des syndecans par l'intermédiaire de
I’élément de réponse spécifique, le FIRE (FGF-inducible responsive element) présent dans le géne
du syndecan-1. Il a été montré que 1’augmentation de la transcription des ARNm du syndecan-1
par le FGF-2 passerait par I’activation de la PKA (Protein Kinase AMPc dépendante) qui
stimulerait la fixation de facteurs de transcription tels que I’AP-1 (Activator protein-1) sur le FIRE
(Jaakkola et al, 1998; Pursiheimo et al, 2000). Le FGF-2 est également capable d’induire
I’expression du syndecan-3 lors du développement des membres (Dealy et al, 1997) ou de
I’ossification (Shimazu et al, 1996), et du syndecan-4 dans des cellules musculaires (Cizmeci-
Smith et al, 1997). Compte tenu de ’effet potentiateur des récepteurs de basse affinit€ sur la
signalisation du FGF-2, ces données montrent que ce facteur de croissance peut exercer un
rétrocontrdle positif sur la prolifération en augmentant le nombre de sites de fixation a la surface

des cellules.

11.2.1.2/ Le glypican

Une autre catégoriec d’HSPG, les glypicans, peut fixer le FGF-2. Contrairement aux
syndecans, ils ne possédent pas de région transmembranaire mais sont ancrés dans la membrane
par 'intermédiaire d’un glycophosphatidylinositol, et ne portent que des héparanes sulfates sur
leur domaine protéique (Brunner et al, 1991; Aviezer et al, 1994). Le glypican-1 potentialise la
fixation du FGF-2 sur le FGFR1 en augmentant 1’affinité du ligand pour son récepteur et permet la

stimulation de la prolifération par le FGF-2 (Steinfeld et al, 1996; Bonney-Barkay et al, 1997). De
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plus, l'utilisation de son anti-sens atténue la réponse mitogene du FGF-2 dans des cellules
épithéliales cancéreuses du pancréas (Kleef et al, 1998). Mais cet effet positif dépend du type
cellulaire car la surexpression du glypican-1dans les cellules endothéliales humaines ne modifie pas
la réponse mitogéne et migratoire dépendante du FGF-2 (Volk et al, 1999). De plus, I'effet
potentiateur du glypican-1 n’est pas spécifique au FGF-2 puisque il stimule également 1’activité du
FGF-1, mais pas celle du FGF-7, dans les cellules BaF3 exprimant le KGFR (Berman et al,
1999).

11.2.1.3/ Le perlecan

Le dernier type d’HSPG considéré comme sites de basse affinité du FGF-2 est le perlecan,
localisé dans les membranes basales et 1a matrice extracellulaire. Le core protéique, de 400 a 450
kDa, est composé de 5 domaines et porte les chaines d’héparanes sulfates en N-terminal de la
protéine (revue dans Iozzo, 1998). Le perlecan fixe le FGF-2 via ses chalnes d’héparanes sulfates
et présente le FGF-2 a ses récepteurs de haute affinité, participant ainsi aux réponses cellulaires
induites par ce facteur de croissance. La transfection stable d’antisens du DNA complémentaire du
perlecan dans des fibroblastes NIH3T3 et dans des cellules humaines de mélanome entraine une
réduction du niveau de perlecan et la suppression de la croissance et de I’angiogenése induites par
le FGF-2 (Aviezer et al, 1994, 1997). De plus, la digestion par des protéases du perlecan libere le
FGEF-2 fixé sur ses chaines d’héparane sulfate, suggérant fortement que irn vivo, le relargague du
FGEF-2 par des protéases permet aux cellules tumorales d’assurer la présence de molécules actives
sur les sites d’invasion, favorisant ainsi la croissance des métastases et 1’angiogeneése tumorale
(Whitelock et al, 1996). Plus récemment, les travaux de Sharma er al. (1998) sur des cellules de
carcinome de colon humain et de mélanome de souris ont permis de conclure au méme role positif
du perlecan sur la tumorigenese induite par le FGF-7 qui, par ailleurs se fixe sur le core protéique
du perlecan et non sur les chaines d’HS comme le FGF-2 (Mongiat et al, 2000). Notons cependant
que la suppression de 1’expression du perlecan dans des cellules de fibrosarcome conduit a la
stimulation indépendante du FGF-2 de leur prolifération et de leur capacité invasive, soulignant
ainsi l'importance du contexte cellulaire pour l’activité biologique du perlecan pendant la

progression tumorale (Mathiak et al, 1997). |
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Ainsi, comme les récepteurs de haute affinité, les sites de fixation de basse affinité, les
HSPG, sont essentiels pour I’activité biologique du FGF-2. En effet, ils optimisent la présentation
du ligand aux FGFRs et participent a la formation du complexe ternaire FGF-2-FGFR-HSPG. De
plus, ils assurent une protection du FGF-2 contre la dégradation protéolytique. De nombreux
travaux ont mis en évidence leur contribution essentielle dans le réle du FGF-2 aussi bien dans un

contexte ‘“normal” tel que le développement, que pathologique comme la progression tumorale.

I1.2.2/ Role des HSPG

C’est vers le milieu des années 1980 qu’il a été reporté que les héparanes sulfate protegent
le FGF-2 de la dénaturation thermique (Gospodarowicz et Cheng, 1986) et de la dégradation
protéolytique (Saksela et al, 1988). Les HS permettent également de limiter la diffusion du FGF-2
dans un endroit précis d’un tissu, ou entre deux éléments tissulaires, et de le mettre a disposition
d’un nombre restreint de cellules (Vlodavsky et al, 1987; Rudland et al, 1996). En diminuant la
diffusion du FGF-2, les HSPG augmentent sa probabilit€ de rencontre avec ses récepteurs de
haute affinité & ’approche des cellules, du fait du nombre relativement peu important de FGFRs a
la surface cellulaire. Cependant, la présence d’HS 2 la surface des cellules n’est pas une garantie
de la capacité de ces HS a potentialiser I’action du FGF-2. Deux études récentes ont mis en
évidence I'importance de la cinétique de fixation du FGF-2 sur ses récepteurs et ont montré que la
nature méme des chaines d’HS joue un rdle essentiel dans la régulation de I'activit¢ du FGF-2. En
effet, en mesurant la capacité de fixation du FGF-2 & 1’aide du Biosensor, Rahmoune et al. (1998)
ont caractérisé les cinétiques de fixation du FGF-2 sur des HS issus de différents types de cellules
mammaires (épithéliales, myoépithéliales, fibroblastiques, et €pithéliales cancéreuses) et du milieu
conditionné de ces cellules. Ils ont démontré I’existence de deux sites distincts de fixation du FGF-
2 sur ces HS : un site qualifié de “slow/low”, qui a une vitesse d’association lente et une affinité
faible pour le FGF-2; et un site qualifié de “fast/high”, dont la vitesse d’association et I’affinité
pour le FGF-2 sont élevées. La présence de I'un et/ou l'autre de ces deux sites sur les chaines
d’HS est corrélée a I’activité mitogéne du FGF-2. En effet, losque les deux sites sont présents sur

les HS a la surface des cellules, ces derni¢res ne répondent pas au FGF-2. En revanche, si les
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cellules ne possedent qu’un seul type de sites HS, le FGF-2 induit leur prolifération. Cette
situation existe dans des situations physiologiques et pathologiques. Ainsi, les HS des milieux de
culture des cellules myoépithéliales et fibroblastiques posseédent les deux catégories d’HS et sont
incapables d’activer le FGF-2, alors que ceux issus des cellules épithéliales “normales” et malignes
ne possédent que le site slow/low et activent le FGF-2. Une explication possible est la suivante : si
le FGF-2 s’associe et se dissocie rapidement des HS “fast/high”, sa diffusion est possible et il n’y
a pas d’action positive sur 1’activité biologique de la protéine du fait de la trop grande rapidité de
dissociation. La prolifération des cellules n’est alors pas stimulée par le FGF-2. Par contre,
lorsqu’il s’associe rapidement et se dissocie lentement des HS “slow/low”, une action potentiatrice
de stabilisation du complexe FGF-2-FGFR est possible, induisant ainsi 1’effet biologique du FGF-
2. Cependant, cette hypothese doit €tre nuancée par les résultats obtenus par Fernig et al. (2000).
La prolifération de la lignée cellulaire épithéliale mammaire cancéreuse MDA-MB-231 qui possede
les deux types de sites d’HS n’est pas stimulée par FGF-2. Aprés un traitement par le chlorate de
sodium qui réduit la sulfatation des HS, les cellules MDA-MB-231 deviennent sensibles au FGF-2
et ne possedent alors plus que des sites “fast/high”, (mais dont la constante d’association est la
moitié de la valeur des sites “fast/high” des cellules MDA-MB-231 non traitées). D’apres ces
résultats qui different sur ce dernier point de ceux obtenus par Rahmoune et al. (1998), il semble
donc que ce ne soit pas la présence seule des sites “fast/high” qui ait en elle-méme un effet
inhibiteur, mais plutdt la présence combinée des deux types de sites de fixation “slow/low” et

“fast/high” (Fernig et al, 2000).

Le role des HSPG dans la signalisation du FGF-2 est désormais confirmé. Les sites de
fixation de basse affinité stabilisent le complexe ligand/récepteur et participent directement a la
formation de complexe multimérique, intervenant de ce fait dans la signalisation du FGF-2 en
induisant un signal plus fort (Pantoliano et al, 1994; Spivak-Kroizman et al, 1996; Krufka et al,
1996; Fannon et al, 2000). De plus, une étude récente sur des fibroblastes mammaires de rat a
montré qu’un traitement de ces cellules par le chlorate inhibe la réponse mitogene de ces cellules au
FGF-2 parallelement a une réduction partielle ou totale des évenements de signalisation induits par
le FGF-2 dans les cellules non traitées (Delehedde et al, 2000). Ces résultats soulignent donc

I’implication des sites de basse affinité dans la signalisation intracellulaire du FGF-2. Cependant,



Figure 5

: Représentation tridimensionnelle des sites primaires et secondaires
d’interaction du FGF-2 avec le FGFR. A) Les résidus d’acides aminés de la
molécule de FGF-2 (en vert) correspondant au site primaire sont en mauve. Le site
secondaire n’est pas visible sur cette vue car il est sur la face de la molécule de FGF-2
diamétralement opposée au site primaire. B) Rotation de la molécule de FGF-2 vue en
A d’un angle de 180° par rapport a un axe vertical. Les acides aminés correspondant au

site secondaire sont en rouge (d’aprés Venkataraman et al, 1999).
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in vitro, il existe une dose optimale d’héparine pour la stabilisation du complexe et la
transphosphorylation du récepteur. En effet, a forte concentration, ’héparine a un effet négatif sur
I’action du FGF-2. Cet effet biphasique peut s’expliquer par le modele d’interaction des molécules
sulfatées avec le FGF-2 et les FGFRs proposé par Ornitz et al. (1992, 1995) et Spivak-Kroizman
et al. (1994) et dans lequel ’héparine ou les HS établissent un pont entre les deux complexes
FGF-2-FGFR. En effet, ils ont montré qu’a concentration optimale, I’héparine fixe simultanément
deux molécules de FGF-2, facilitant leur fixation sur un dimére de FGFR. Mais en exces,
I’héparine, qui ne fixe alors plus qu’une seule molécule de FGF-2, abolit la formation des dimeres
de FGF-2 et inhibe la signalisation de ce facteur de croissance. D’autres travaux supportent le
modele dans lequel les HS ne sont pas absolument indispensables pour la signalisation du FGF-2
mais la facilitent en augmentant le temps d’association entre le FGF-2 et le FGFR (Roghani et al,

1994; Fannon et Nugent, 1996; Padera et al, 1999).

III- INTERACTION DU FGF AVEC SES RECEPTEURS

Dans ce paragraphe, nous allons détailler les sites de fixation du FGF-2 sur ses récepteurs
de haute et de basse affinité, ainsi que les interactions qui existent entre les deux FGFRs du dimere

et entre le FGFR et les molécules sulfatées.

II1.1/ Les récepteurs de haute affinité (FGFR)

IIL.1.1/ Interaction FGF - FGFR

II1.1.1.1/ Site primaire d’interaction FGF-2-FGFR

Les études qui ont permis une avancée considérable dans la compréhension de 1’interaction
des FGFs avec les FGFRs ont pris comme modele structural le FGF-2 avec le FGFR1
principalement, et peu le FGF-1 et le FGFR2. Dans la suite de ce paragraphe, nous évoquerons
donc essentiellement les données concernant le FGF-2. Deux sites de fixation du FGF-2 sur le
FGFR ont ét€ identifiés (Figures 5 et 6A) : un site primaire ou le FGF-2 interagit directement avec
le FGFR, et un site secondaire, ol le FGF-2 est en contact avec ’autre FGFR du dimeére de

récepteurs (Springer et al, 1994; Zhu et al, 1995; Plotnikov et al, 1999). Par ailleurs, la fixation du



Figure 6 : Modéle moléculaire du complexe du FGF-2 avec ses récepteurs.
A) Représentation tridimensionnelle du complexe FGF-2-FGFR : La molécule de
FGF-2 (en vert) interagit avec les domaines Ig II et IIl du FGFR (en bleu). La boucle
I[g IT du FGFR interagit avec le site primaire (en mauve) d’interaction du FGF-2 et la
boucle Ig III avec le site secondaire (en rouge). La boucle Ig I n’est pas représentée sur
cette figure. Le lien entre les domaines Ig II et Ig III est long et flexible afin de
permettre le positionnement correct des deux boucles Ig aux deux faces diamétralement
opposées de la molécule de FGF-2. B) Représentation tridimensionnelle de
I’interaction du FGF-2 avec le FGFR et les chaines d’héparanes sulfates (HS). Le site
de fixation des HS (en orange) se situe entre les sites primaire (en mauve) et secondaire
(en rouge) du FGFR (en bleu) sur la molécule de FGF-2 (en vert). Les HS peuvent se
fixer au FGF-2 de telle sorte qu’ils interagissent aussi avec le FGFR (d’aprés

Venkataraman et al, 1999).
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FGF-1 et du FGF-2 sur leurs récepteurs n’induit aucun changement conformationnel de ces

facteurs de croissance (Plotnikov et al, 2000).

Le site primaire représente une surface d’environ 2700 Angstroms’, avec un Kd de 41 nM
et comprend les interactions du FGF-2 avec des résidus de la boucle Ig II, de la boucle Ig III, et du
lien entre ces deux boucles du FGFR1. Les acides aminés du FGF-2 engagés dans le site primaire
sont en mauve sur la figure SA. Les interactions entre le FGF-2 et la seconde boucle Ig sont
essentiellement de nature hydrophobe (Baird et al, 1988; Eriksson et al, 1991; Zhang et al, 1991;
Springer et al, 1994; Pantoliano et al, 1994; Plotnikov et al; 1999). La mutation individuelle de ces
résidus hydrophobes par un résidu Alanine entraine une diminution dramatique (d’un facteur 100)
de la fixation du FGFR1 sur le FGF-2 (Springer et al, 1994). Par ailleurs, trois des acides aminés
du FGFR1 interagissant avec le FGF-2 sont conservés entre les quatre isoformes des récepteurs,
suggérant que ce site d’interactions hydrophobes doit €tre conservé pour la fixation des autres
membres de la famille des FGFs. Ceci est appuyé€ par les travaux de Wang et al. (1999) qui ont
montré que la boucle Ig IT isolée du FGFR1 est capable de fixer a elle-seule le FGF-1, le FGF-2 et
le FGE-7 avec cependant des affinités différentes.

Les quatre acides aminés (248-252) formant le lien entre les boucles Ig II et III sont tres
conservés parmi les FGFRs. Des études de mutagenése dirigée ont mis en évidence 1’importance
des liaisons hydrogénes intramoléculaires entre les acides aminés Asn104-Tyr106 et Tyr106-
Glu96 du FGF-2. En effet, elles permettent le bon positionnement des résidus Glu96 et Asn104
pour linteraction avec le FGFR1 en réduisant la liberté conformationnelle des chaines de ces
résidus amino-acides (Zhu et al, 1995, 1997). Les interactions FGF-2-FGFR2 et FGF-1-FGFR1
au niveau du lien entre les deux boucles (figure 6A) sont presque identiques a celles décrites dans
le complexe FGF-2-FGFR1 (Plotnikov et al, 2000). L’alignement de séquences des 19 premiers
FGFs montre que I’Asn104 du FGF-2 est remplacée par un résidu Asparagine dans la plupart des
FGFs. Cependant, les FGF-8, FGF-17 et FGF-18 ont une Thréonine a cette position, dont la
chaine latérale est plus courte que 1’asparagine, suggérant que ’affinité de ces FGFs pour les
FGFRs sera plus faible, alors que la substitution de Asnl04 par une Valine dans les FGF-11,
FGF-12 et FGF-13 doit entrainer une trés forte diminution de la fixation sur les FGFR (Plotnikov

et al, 2000).



Figure 7 : Localisation des différents sites d’interaction a la surface des molécules de
FGF-2 et de FGFR1. La molécule de FGF-2 est en orange, les domaines Ig II et Ig
I1I du FGFR sont en vert et bleu, respectivement. Le lien entre ces deux domaines est
en gris. Les sites primaire et secondaire d’interaction FGF-2-FGFR sont
respectivement en rouge et en mauve. Le site de fixation des HS est en bleu. La
surface des boucles Ig II engagée dans !’interaction directe FGFR-FGFR est en
jaune. Pour mieux visualiser les surfaces fonctionnelles sur le FGF-2 et le FGFR, les
deux molécules ont été séparées |’une de I’autre et tournées d’un angle de 90° selon
’axe vertical (D ‘apres Plotnikov et al, 1999).
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La région C-terminale de la boucle Ig ITI n’est pas indispensable pour une fixation efficace
des FGF-1, FGF-2 ou FGF-7 sur le FGFR1 (Wang et al, 1999). En effet, les interactions entre la
boucle Ig III et le FGF-2 ont lieu dans la partie haute (N-terminale) de cette boucle (Yayon et al,
1993; Plotnikov et al, 1999). Les acides aminés du FGF-2 en contact avec la boucle Ig III du
récepteur sont différents parmi les 19 autres FGFs étudiés, ce qui peut expliquer la spécificité de
reconnaissance entre les différentes isoformes des FGFs et des FGFRs (Wang et al, 1995b; Omitz

et al, 1996).

Ainsi, différentes études structurales des complexes FGF-FGFR, dont la plus récente est
celle réalisée par Plotnikov er al. (2000), ont permis de mieux comprendre les interactions
intermoléculaires entre les FGFs et les FGFRs, représentées sur la figure 7. Il en ressort deux
points essentiels :

- Les contacts établis entre le acides aminés du FGF et la boucle Ig II et le lien Ig II-Ig III du
FGFR définissent un site général de fixation pour tous les complexes FGF-FGFR. En effet, les
acides aminés des deux éléments en contact sont bien conservés parmi les 19 FGFs étudiés et les
quatre FGFRs.

- La spécificité FGF-FGFR est due aux interactions entre 'extrémité N-terminale et les régions
centrales des FGFs avec la partie N-terminale de la boucle Ig III soumise a 1’épissage alternatif.
Ces interactions qui sont a la fois de nature polaire et hydrophobe, font intervenir des acides
aminés trés divergeants entre les différents FGFs et FGFRs, contribuant ainsi a la spécificité de

reconnaissance FGF-FGFR (Plotnikov et al, 2000).

II1.1.1.2/ Site secondaire d’interaction FGF-2-FGFR
Un site d’interaction secondaire entre le FGF-2 et le FGFR intervient pour la stabilisation
du dimere de récepteurs. Sept résidus amino acides du FGF-2, indiqués en rouge sur les figures
5B et 6A, établissent des liaisons essentiellement de nature non spécifique ( de typeVan der Waals)
avec ’autre FGFR du dimeére sur une surface de seulement 735 Angstroms’ (en mauve sur la
figure 7). La nature non spécifique des contacts pourrait permettre a d’autres combinaisons FGF-

FGFR d’adopter une forme dimérique (Plotnikov et al, 1999).
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I11.1.2/ Interactions FGFR-FGFR

L’activité biologique des FGFs requicre la dimérisation des récepteurs aprés la fixation du
ligand. Plotnikov et al. (1999) ont montré que la dimérisation des récepteurs est stabilisée par
deux types d’interactions : celles du FGFR avec le FGF-2, décrites précédemment, et celles des
deux FGFRs entre eux. En ce qui concerne le FGFR1, ces interactions sont limitées dans la région
N-terminale de la boucle Ig II, pour une surface de contact de seulement 300 Angstroms? (en jaune
sur la figure 7). Les liaisons sont de type hydrophobe (Alal71-Alal71), hydrogéne (Thrl73-
Thrl173 et Lys172-Asp218) et de Van der Waals (Alal71-Alal71 et Lys172-Lys172). Les acides
aminés impliqués dans ces interactions entre les deux récepteurs sont plus ou moins conservés
entre les quatre récepteurs, mais les interactions a I'interface des deux récepteurs sont compatibles
avec une hétérodimérisation des récepteurs. Cette observation a partir d’analyse structurale est
confirmée par des donné€es in vitro. En effet, dans des cellules NIH3T3 transfectées a fois par le
FGFRI1 et le FGFR2, le FGF-1 est capable d’induire une transphosphorylation hétérologue entre

les deux isoformes des récepteurs (Bellot et al, 1991).

IIL.2/ Les sites de basse affinité

II1.2.1/ Interaction FGF-2-héparine

Des sites spécifiques de fixation de I’héparine sur le FGF-2 ont ét€ identifi€s par analyse
structurale du FGF-2 complexé ou non a des oligosaccharides et sont indiqués dans les figures 6B
et 7. Le FGF-2 s’associe a I’héparine avec une constante de dissociation de 1’ordre de 470 nM -soit
10 fois plus élevée que pour les récepteurs de haute affinité (Pantoliano et al, 1994)- par
I'intermédiaire d’un groupement de résidus d’acides aminés basiques a la surface du FGF-2, et
dont la distribution de la charge positive est perpendiculaire a ’axe de symétrie du FGF-2. Le site
primaire de fixation qui possede la plus grande affinit¢ pour 1’héparine, est constitué des chaines
latérales des résidus Asn28, Argl21, Lys126 et Lys135 du FGF-2. Un site de plus faible affinité,
le site secondaire, comprend les résidus Lys27, Asn102 et Lys136 du FGF-2 (Thompson et al,
1994; Faham et al, 1996). Par ailleurs, la fixation de fragments d’héparine sur le FGF-2 n’induit

pas de changement majeur dans la conformation du squelette polypeptidique (Faham et al, 1996)



34

méme si I’analyse par spectroscopie a infrarouge a montré un léger changement de conformation au

niveau des feuillets  du FGF-2 suite  la fixation del’héparine (Prestrelski et al, 1992).

II1.2.2/ Interactions héparine-FGFR

En plus des interactions directes du FGF-2 avec ses récepteurs de haute et de basse affinité,
des contacts directs s’établissent entre le FGFR et 1’héparine, consolidant davantage encore le
complexe ligand-récepteur. En effet, il existe un domaine conservé de fixation de 1’héparine &
I'intérieur méme du FGFR. Kan et al. (1993) ont été les premiers a définir I’existence d’un
canyon chargé positivement sur les faces internes des boucles Ig II des deux récepteurs constituant
le dimére. La charge positive du canyon est donnée par six résidus Lys (160, 163, 172, 175, et
177) de la boucle Ig II du récepteur. Ce canyon est prolongé latéralement par les deux molécules de
FGF fixées sur cette méme boucle de chaque récepteur du dimere. Cet ensemble constitue donc le
site de fixation de I’héparine sur le complexe FGF-2-FGFR. L’ajout de I’héparine a ce complexe
augmente 1’affinit¢ du FGF-2 pour son récepteur d’un facteur 10, suggérant I’importance de ce
double contact (Pantoliano et al, 1994). Ces données issues de 1’analyse structurale sont appuyées
par des études biochimiques qui ont déterminé la longueur minimale de I’héparine nécessaire a la
signalisation du FGF-2 (Ishihara et al, 1992; Omitz et al, 1992; Ishai-Machaeli et al, 1992). Les
résultats indiquent qu’un hexasaccharide dérivé de I’héparine est incapable d’augmenter 1’affinité
du ligand pour son récepteur et d’induire la prolifération dépendante du FGF-2, et n’est donc pas
potentiateur de 1I’effet biologique du FGF-2. En revanche, de par sa grande affinité pour le FGF-2,
un hexasaccharide peut inhiber I'interaction des HSPG présents a la surface des cellules et ainsi,
diminuer la prolifération induite par le facteur de croissance. L’oligosaccharide le plus court
biologiquement actif est un octasaccharide, et I’activit€ augmente parallélement au nombre d’unités
saccharidiques jusqu’a atteindre un plateau a partir d’'un dodecasaccharide. Ainsi, ce dernier est
assez long pour atteindre les deux sites de fixation sur le FGFR et sur les molécules de FGF-2, et
par conséquent stabiliser I’interaction FGF-2-FGFR et potentialiser 1’activité biologique du FGF-
2. Par contre, ’hexasaccharide, s’il est assez long pour se fixer sur le canyon dans les FGFR, ne

I’est pas assez pour atteindre ceux des FGF-2, ce qui peut expliquer son manque d’effet activateur.
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Les résultats de 1’étude structurale réalisée par Plotnikov et al. (1999) sont concordants
avec des travaux antérieurs (Eriksson et al, 1991; Zhang et al, 1991; Venkataraman et al, 1999).
Cependant, de par la construction du FGFR utilisée (seulement les boucles Ig II et III), cette étude
ne montre pas les éventuels roles de la boucle Ig I et de la boite acide située entre les boucles Ig I et
II, qui comme nous 1’avons vu dans le paragraphe concernant la structure du FGFR, peuvent
réguler I’activité biologique du FGF-2. Une interaction entre la boite acide et les résidus basiques
du site de fixation de I’héparine de la boucle Ig II pourrait étre responsable de cette effet régulateur.
En effet, en empéchant d’une part ’héparine de se fixer sur le récepteur, et d’autre part en
recouvrant partiellement les boucles Ig II et III, site de fixation du FGF, la boucle Ig I aidée de la

boite acide serait capable d’affecter I’interaction du FGF-2 avec son récepteur (Wang et al, 1995a).

IV/ SIGNALISATION INTRACELLULAIRE DES FGFs

Dans les cellules eucaryotes, la phosphorylation des protéines constitue un des principaux
mécanismes de régulation des processus cellulaires. Cette réaction, simple et réversible, permet a
elle seule de produire un changement conformationnel qui peut affecter 1’état d’agrégation d’une
protéine, ses interactions avec d’autres molécules, sa translocation d’un compartiment a un autre,
et aussi sa fonction physiologique. Cette réaction est catalysée dans la cellule par des protéines
kinases qui représentent un groupe de phosphotransférases d’une grande diversité. Les protéines
kinases ont en commun la région qui porte 'activité enzymatique, région trés conservée au cours
de 1’évolution. En revanche, les domaines non directement liés a cette fonction sont trés divergents
et sont importants pour la localisation cellulaire, la régulation et ’activation de ces enzymes, qui
sont elles-mémes trés régulées (Hanks et al, 1988). On peut mesurer I’'importance de cette
régulation en notant qu’un certain nombre de protéines kinases qui ont perdu la capacité d’étre
régulées peuvent induire la transformation cellulaire. En effet, presque 50% des oncogenes décrits
jusqu’a présent codent pour des protéines kinases qui sont. constitutivement hyperactives. Parmi
ces protéines, on trouve les tyrosine-kinases, capables de transférer un groupe phosphate de ’ATP

sur un résidu tyrosine.
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Figure 8 : Organisation structurale des protéines adaptatrices impliquées dans la

signalisation du FGF. SH, src-homology; PTB, Phosphotyrosine binding, .,

site de N-myristoylation en N-terminal de FRS2.
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Les cascades de signalisation formées par les réseaux de protéines kinases permettent a la
cellule d’amplifier rapidement le signal avec une faible consommation d’énergie et sont déclenchées
par des protéines variées, et notamment les facteurs de croissance. Ces protéines de signalisation
contiennent souvent des domaines conservés qui ne posseédent pas d’activité catalytique, les
domaines SH2 et SH3. Le domaine SH2 (Src Homology 2) composé d’une centaine d’acides
aminés, participe directement a la fixation du substrat en reconnaissant des courtes séquences
peptidiques contenant des tyrosines phosphorylées. Quant aux domaines SH3, ils sont
responsables de 'interaction protéine-protéine en se fixant sur des courtes séquences peptidiques
riches en proline. Les protéines 2 domaine SH2 sont subdivisées en deux classes : la classe I qui
porte une activité enzymatique comme les protéines Src, PLC, ou PKC, et la classe II qui est
représentée par les adaptateurs comme Grb2, Shc, ou Nck, dans lesquels le domaine SH2 est
associ€ avec d’autres régions conservées et sans activité catalytique. L’ensemble de ces protéines
joue un role primordial dans la transduction des voies de signalisation dont nous allons maintenant

étudier le détail en ce qui concerne le FGF.

IV.1/ Les protéines adaptatrices

En aval des récepteurs  activité tyrosine kinase tels que le FGFR, on trouve des protéines
adaptatrices & domaines SH2 (Src Homology-2) ou, dans le cas de FRS2, avec un domaine de
fixation des phosphotyrosines, le domaine PTB, qui leur permettent de s’associer directement aux
tyrosines phosphorylées du récepteur activé. Ces protéines établissent la liaison entre le signal
membranaire et le signal intracellulaire. La figure 8 décrit de maniére schématique 1’organisation

structurale des adaptateurs que nous allons maintenant décrire.

IV.1.1/ Grb2

Grb2 (Growth factor Receptor Binding protein) est une protéine de 23 kDa qui se fixe aux
récepteurs des facteurs de croissance. Comme le montre la figure 8§, Grb2 contient un domaine
SH2 qui interagit avec le récepteur et deux domaines SH3 intervenant dans la fixation du facteur
d’échange de nucléotide guanosine Sos (Son of Sevenless), Grb2 et Sos étant constitutivement

associés. Ce complexe Grb2-Sos peut activer directement la protéine Ras ou indirectement
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lorsqu’il est recruté par d’autres adaptateurs tels que Shc ou FRS2. Récemment, une protéine
apparentée a Grb2, Grbl14, a ét€ identifiée comme pouvant s’associer au domaine cytoplasmique
du FGFR1, et ce, au niveau de plusieurs sites d’autophosphorylation du récepteur (Reilly et al,

2000). En effet, 1a fixation de Grb14 sur le FGFR1 préalablement activé par le FGF-2, est abolie

par des mutations Tyr—Phe dans I'extrémité C-terminale ou par la délétion de la région

Jjuxtamembranaire du récepteur. Grb14 aurait un rdle de régulation négative de la signalisation du
FGF-2 puisque son expression dans des fibroblastes NIH3T3 diminue la réponse mitogéne de ces
cellules au FGF-2 (Reilly et al, 2000). Une étude précédente a montré que Grbl4 inhibe aussi la
prolifération induite par ’insuline dans des cellules CHO transfectées par le récepteur de 1’insuline
(Kasus-Jacobi et al, 1998), ce qui suggere que Grb14 peut réguler négativement la signalisation de
différents mitogenes. D’autres études sont maintenant nécessaires pour identifier les cibles de

Grb14 dans la signalisation du FGF-2.

IV.1.2/ Shc

La protéine Shc (SH2 domain-containing Collagen related, figure 8) dont on compte trois
isoformes de 46, 52 et 66 kDa, est capable de se fixer et d’étre phosphorylée par le FGFR
(Vainikka et al, 1994). Dans le cas du FGFR1 de poulet, I'utilisation de peptides synthétiques a
montré que Grb2 est capable de se fixer sur la tyrosine 556 (premier domaine kinasique), et Shc
sur la tyrosine 764 (extrémité C-terminale) et avec une affinité moindre pour les tyrosines 556 et
728 (second domaine kinasique) du FGFR1 (Ward et al, 1996). Une fois phosphorylée, Shc
s’associe alors avec le domaine SH2 de Grb2 (Salcini et al, 1994) ce qui permet 1’activation de Sos
et de la cascade RasyMAPK (Mohammadi et al, 1991; Kouhara et al, 1997). Le complexe Shc-
Grb2-Sos peut €tre aussi recruté par un autre adaptateur, p90/FRS2 décrit ci-apres. Les trois
isoformes de Shc ne semblent pas avoir la méme fonction, et en particulier, p66 Shc semble jouer
un role particulier. En effet, seules les formes de 46 et 52 kDa sont phosphorylées dans les cellules
MCEF-7 stimulées par le FGF-2; alors que dans les MCF-7 transfectées par ras, une surexpression
de p66 Shc serait en partie responsable de I'inhibition de croissance induite par le FGF-2 dans ces
cellules (Liu et al, 1999). Ces résultats sont en accord avec des travaux réalisés dans des cellules

fibroblastiques stimulées par ’EGF et qui ont montré que p66 Shc n’active pas les MAPK et
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inhibe D’activation du promoteur c-fos par 'EGF (Migliaccio et al, 1997). Néanmoins,
I’expression et I'activation de p66 Shc sont augmentées dans une lignée variante hautement
métastatique des cellules de cancer de sein, les MDA-MB-231 (F-11) par rapport a la lignée
parentale (Jackson et al, 2000). De plus, dans cette méme €tude, une analyse par immunoblot
révele un expression plus forte de p66 Shc dans les tumeurs primaires mammaires provenant de
patientes avec un envahissement ganglionnaire (N+) comparé aux patientes N-. Ces données
suggerent un éventuel rdle pour cet adaptateur, et en particulier pour la forme de 66 kDa, dans le
processus métastatique des cancers du sein, mais d’autres études sont nécessaires pour confirmer

cette implication.

IV.1.3/ FRS2
La protéine FRS2 (FGF Receptor Substrate-2) est une protéine ubiquitaire d’environ 90

kDa, qui sert de pont entre le FGFR et les autres protéines de signalisation. Deux membres de la

famille de FRS2 ont été€ décrits (Kouhara et al, 1997; Xu et al, 1998; Ong et al, 2000) : FRS2« et

FRS28, avec une homologie de séquence de 49% (Xu et al, 1998). Comme il est indiqué dans la
figure 8, elles contiennent un site de myristoylation en N-terminal qui permet la localisation
membranaire de FRS2 nécessaire & sa phosphorylation et la fixation de Grb2, un domaine de
fixation des phosphotyrosines (PTB domain) et quatre tyrosines en C-terminal qui une fois
phosphorylées, sont des cibles potentielles pour des protéines a domaines SH2 (Kouhara et al,
1997). Les protéines FRS2 ne contiennent donc pas a proprement parler de région SH2, mais c’est
le domaine PTB qui reconnait les tyrosines phosphorylées. L’activation de FRS2 est spécifique du
FGF et du NGF et elle est impliquée aussi bien dans des processus de différenciation que de
prolifération induits par ces facteurs de croissance (Rabin et al, 1993; LaVallee et al, 1998; Lin et
al, 1998; Liu et al, 1999). Récemment, plusieurs études ont montré 1’interaction du domaine PTB
de FRS2 avec les régions juxtamembranaires de FGFR1 et de TrkA, le récepteur tyrosine kinase
du NGF. Pour le FGFR1, c’est surtout la partie N-terminale de ce domaine qui intervient dans
cette reconnaissance (Xu et al, 1998; Lin et al, 1998; Ong et al, 2000). Par ailleurs, Ong et al.
(2000) ont observé une association constitutive de FRS2 avec le FGFR1, indépendamment de

I’activation de ce dernier mais cette donnée est controversée par des €tudes précédentes (Wang et
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al, 1996a; Kouhara et al, 1997). En revanche, la tyrosine-phosphorylation de FRS2 est dépendante

de la fixation du ligand et de l’activation du FGFR (Ong et al, 2000). A I’aide d’anticorps
neutralisants anti-FRS2, par surexpression de FRS2 ou par mutagenése dirigée, il a ét€ montré que
I’expression et ’activation de FRS2 sont directement impliquées dans I’activation des MAPK
nécessaire a la synthése d’ADN dans différents types cellulaires, ainsi que dans la différenciation
des cellules PC12 induite par le FGF (Kouhara et al, 1997; Hadari et al, 1998; Ong et al, 2000).
En effet, une fois activée par tyrosine phosphorylation, FRS2 sert de pontage entre le récepteur et
la voie de Ras-MAPK en recrutant le complexe Grb2-Sos soit directement via le domaine SH2 de
Grb2 (Ong et al, 1996; Wang et al, 1996a; Kouhara et al, 1997), soit indirectement par
I’intermédiaire de She (Klint et al, 1995; Goh et al, 1996; Kanai et al, 1997) ou de la phosphatase
Shp2 (Ong et al, 1997; Kouhara et al, 1997; Hadari et al, 1998). D’autre part, un nouvel élément
dans la signalisation du FGF qui met en exergue 1'importance de FRS2 dans ’activit¢ biologique
du FGF, a trés récemment ét€ identifié : il s’agit d’une protéine tyrosine-phosphatase de type
récepteur, la protéine LAR (Wang et al, 2000). Ces auteurs ont montré qu’en déphosphorylant
FRS2 et une autre protéine de 180 kDa, la phosphatase LAR empéche l’interaction de ces
molécules avec Grb2, et de ce fait, réduit 1’activation des MAPK par le FGF. Néanmoins, FRS2
n’est pas nécessairement requise pour la prolifération induite par le FGF, comme dans les cellules
NIH3TS3 transformées par v-src (Curto et al, 1998). De méme, dans les cellules myoblastiques L6
transfectées par un variant naturel du FGFR1 délété de portions des boucles Ig II et III, une

stimulation par le FGF-1 ou le FGF-2 n’induit non plus pas de phosphorylation de FRS2 (Lopez

et Korc, 2000). Par ailleurs, une interaction entre FRS2 et les PKC A et { activées a été détectée

dans les fibroblastes Swiss 3T3 stimulés par le FGF-2. Cette association permettrait le recrutement
de ces PKC pres de la membrane ou elles pourraient alors phosphoryler leurs substrats (Lim et al,

1999).

IV.1.4/ Nck
L’adaptateur Nck (Novel Cytoplasmic Kinase) représenté dans la figure 8 est une protéine
comportant trois domaines SH3 et un domaine SH2 (Lehmann et al, 1990). Nck est phosphorylé

apres addition de facteurs de croissance tels que I’EGF et le PDGF dans les fibroblastes NIH3T3
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et dans les cellules A431 de carcinomes squameux (Roche et al, 1996; Lawe et al, 1997).

L’utilisation de dominants négatifs de Nck et de Grb2 chez le Xénope a montré que ces deux
adaptateurs sont requis pour l’activation des MAPK et I’'induction du mésoderme induits par le
FGF. En revanche, dans les cellules humaines 293, seul Grb2 est indispensable 2 1’activation des
MAPK (Gupta et Mayer, 1998), alors que dans les cellules PC12, la surexpression de Nck inhibe
I’induction de neurites induite par le FGF-2, indépendamment des MAPK (Rockow et al, 1996).
Dans les cellules épithéliales MCF-7 transfectées par ras, Nck est tyrosine-phosphorylé apres
traitement par le FGF-2, qui inhibe la synthése d’ADN de ces cellules, mais ne 1’est pas dans les
MCEF-7 parentales dont la prolifération est stimulée par le FGF-2, suggérant un rdle négatif de Nck
activé sur la prolifération des cellules MCF-7 (Liu et al, 1999). Dans les cellules endothéliales
porcines, une stimulation par le FGF-2 n’entraine pas non plus la phosphorylation de cet
adaptateur, et la transfection de la protéine sauvage ou mutée ne modifie pas la prolifération induite
par le FGF-2 (Larsson et al, 1999). Au vu de I’ensemble de ces travaux, il semble que le
recrutement de la protéine Nck et son role dans les activités biologiques du FGF dépendent du type
cellulaire étudi€ ainsi que de 1’origine des cellules. D’autres études sont nécessaires pour définir le

rdle exact de Nck dans la signalisation du FGF.

IV.1.5/ Crk

Crk (Chicken Related Kinase) est un protooncogeéne cellulaire dont il existe deux
isoformes, Crk I (28 kDa) et Crk II (42 kDa) (Matsuda et al, 1992; Reichman et al, 1992). Crk II
posseéde un domaine SH2 suivi de deux domaines SH3 (Figure 8), alors que Crk I comporte un
domaine SH3 en moins. Crk peut étre tyrosine-phosphorylé par le PDGF mais sans apparente
conséquence sur les effets biologiques de ce facteur de croissance (Yokote et al, 1998) et par le
NGEF lors de la différenciation des cellules PC12 (York et al, 1998). Ce n’est que récemment que
la tyrosine-phosphorylation de Crk a ét¢ montrée aprés stimulation par le FGF-2 de cellules
endothéliales. Cette étude montre que la formation d’un complexe stable entre le FGFR1 et Crk est
dépendante du FGF-2 et qu’elle se fait par 'intermédiaire du résidu Tyr463 phosphorylé dans le
domaine juxtamembranaire du FGFR1. La mutation de cette tyrosine en phénylalanine inhibe la

phosphorylation de Crk par le FGFR1 et réduit I’activation des MAPK et la prolifération médiées
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par le FGFR1, mais pas la migration des cellules (Larsson et al, 1999). Cependant, la nécessité et
I'importance de Crk, ainsi que les voies de signalisation activées par cet adaptateur dans les

réponses cellulaires médiées par le FGF restent a préciser.

IV.2/ Les protéines a activité enzymatique

IvV.2.1/ Src

La famille Src est constituée de neuf enzymes fortement apparentées, dont trois d’entre
elles, dont Src, ont ét¢ initiallement détectées sous leur forme oncogénique dans les génomes de
virus (v-src, virus du sarcome de Rous). La protéine tyrosine kinase Src est localisée dans la
membrane cellulaire grice a sa séquence N-terminale qui permet la myristoylation de la protéine.
Src comporte également un domaine SH3 et un domaine SH2 qui reconnait et se fixe sur des
résidus tyrosine phosphorylés et qui intervient également dans la régulation de 1’activité catalytique
de Src. Le domaine catalytique de Src comporte la Tyr-416 qui constitue le site majeur de
phosphorylation de Src in vive et qui, une fois phosphorylée, permet 1’activation de la kinase Src.
Enfin, le domaine C-terminal joue un rdle de régulation négative dans ’activité kinasique de Src.
En effet, la phosphorylation de la Tyr-527 par la kinase C-terminal de Src (CSK) stabilise des
interactions intramoléculaires qui inhibent I’activité catalytique de Src en la maintenant dans une
conformation inactive (revue dans Schwartzberg, 1998).

Src interagit (in)directement avec les récepteurs tyrosine-kinases de plusieurs facteurs de
croissance, tels que le PDGF, 'EGF, le NGF, I’'HGF (Hepatocyte Growth Factor), et les FGFs
(revue dans Abram et Courtneige, 2000). Dans le cas du FGF, I’activation de cette tyrosine-kinase
par les FGF-1 et FGF-2 a été étudiée dans plusieurs types cellulaires. Src semble €tre un substrat
potentiel pour le FGFR, mais son association directe avec celui-ci semble controversée. En effet,
Zhan et al. (1994) ont identifi€é un complexe FGFR1-Src dans les fibroblastes NIH3T3, alors
qu’une telle association n’a €té détectée ni dans ces mémes cellules, ni dans des cellules
endothéliales (Landgren et al, 1995), ni dans les myoblastes L6 pour le FGFR3 (Kanai et al,
1997). D’autre part, I’équipe de Landgren (1995) a montré que 1’activité mitogéne du FGF-2 peut

activer ou inhiber Src selon le type cellulaire étudié, et que la PKC est responsable de I’inhibition
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de l'activité de Src. Notons que la formation d’un complexe Src-PKCd a été reportée, entrainant

alors la tyrosine phosphorylation et la diminution de 1’activité de la PKCd (Zang et al, 1997). Ces

données suggérent I’existence d’un rétrocontréle négatif réciproque de la PKC sur Src et de Src

sur la PKCJ, mais dont la signification biologique reste & déterminer. Néanmoins, la transfection

de cellules humaines de mélanomes et de fibroblastes par un FGFR1 dominant négatif (domaine
kinasique) entraine une forte diminution de ’activit¢ de Src, de la prolifération et de la
tumorigénicité de ces cellules, indiquant une contribution active de Src, activée par le FGFR1 dans
la progression tumorale (Yayon et al, 1997). De plus, le pouvoir transformant de Src dans les
NIH3T3 passe par une association constitutive du FGFR1 avec le complexe Shc-Grb2-Sos, alors
que dans les cellules non transformées, le FGF induit une interaction du récepteur avec la
phospholipase C gamma et 1’adaptateur FRS2 (Curto et al, 1998). Ces résultats indiquent que Src
est capable de stimuler la prolifération par la voie Ras/Raf/MAPK en recrutant préférentiellement le
complexe Grb2-Sos par la protéine Shc, et non par FRS2. Par ailleurs, une étude in vitro a
démontré une activation possible de Raf-1 par Ras et/ou Src, ces deux protéines agissant de
maniere synergique sur l’activation de Raf-1 (Stokoe et McCormick, 1997). D’autres protéines
recrutées et activées par Src ont ét€ identifiées. En effet, ’expression de Src dans les cellules
épithéliales mammaires humaines HB4a (Smith et Crompton, 1998), dans les cellules Ba/F3 de
souris (Odajima et al, 2000) et dans les cellules NIH3T3 (Zhang et al, 2000) active STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription), qui induit alors la transcription de molécules
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (cyclines D2 et E, c-myc). Il reste a déterminer si
Src active aussi STAT3 dans le signal induit par le FGF, mais une étude récente laisse a penser
qu’il existe un lien entre le FGFR et les facteurs de transcription STAT. En effet, I’expression de
FGFR (R1, R3, ou R4) mutés rendus constitutivement activés dans des fibroblastes NIH3T3
entraine la transformation cellulaire et 1’activation, entre autres, de STAT1 et STAT3 (Hart et al,
2000).

D’autres réponses cellulaires induites par le FGF-1 ou le FGF-2 passent par une activation
de Src. En effet, Src est impliquée dans la différenciation des cellules neuronales par
I'intermédiaire de Ras, de Shc, des MAPK, et des Focal Adhesion Kinases (FAK) (Kremer et al,

1992; Kuo et al, 1997; Klint et al, 1999). La migration induite par le FGF est également
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dépendante de Src dans plusieurs modeles -ce point est discuté dans la revue de Boilly et al.
(2000) fournie en annexe-. Alors que des cellules qui n’expriment pas Src (Src'/ ) proliferent

encore, elles ont perdu la capacité de migrer en réponse au FGF-1 (Liu et al, 1999). Le rdle de Src
dans la migration cellulaire induite par le FGF passe par la tyrosine phosphorylation de protéines
associées au cytosquelette, telles que la cortactine (Zhan et al, 1994; LaVallée et al, 1998; Liu et al,
1999) et les kinases FAK (Nurcombe et al, 2000). Ces demieres sont d’ailleurs capables d’activer
la voie Ras/MAPK, soit en s’associant directement avec le complexe Grb2-Sos (Schlaepfer et al,

1994), soit indirectement en phosphorylant Shc (Schlaepfer et al, 1998).

Plusieurs études ont mis en évidence un rdle pour Src dans les cancers dont le cancer du
sein (revue dans Biscardi et al, 1999). L activité tyrosine kinase est nettement plus €levée dans les
tumeurs mammaires que dans les tissus sains (Hennipman et al, 1989), et en particulier, la fraction
cytosolique contient environ 14 fois plus d’activité tyrosine kinase, dont 70% peuvent Etre
attribués a Src (Ottenholff-Kalff et al, 1992). Les modeles de souris transgéniques indiquent
également un role pour Src, notamment dans la tumorigenése mammaire induite par le virus PymT

(Polyoma middle T). Dans ce cas, les tumeurs et les métastases pulmonaires contiennent un haut
niveau d’activité de Src, et ces tumeurs ne se développent pas dans des souris transgéniques Src”

(Guy et al, 1993). De plus une activation constitutive de Src par mutation entraine des hyperplasies

et une tendance 2 la néoplasie dans la glande mammaire de souris (Webster et al, 1995).

IV.2.2/ La phospholipase C gamma (PLCy)

La PLCy est une protéine & domaine SH2 dont l’activation permet 1’hydrolyse de

phospholipides inositols pour générer les seconds messagers, le diacylglycérol (DAG) et 1'inositol

1,4,5-triphosphate (IP,). Les travaux de Magnaldo et al. (1986) sur les fibroblastes CCL39 et de

Moenner et al. (1987) sur des cellules €pithéliales bovines ont suggéré que la PLCy n’est pas

impliquée dans la prolifération induite par le FGF dans ces cellules, malgré le fait que dans les

cellules NIH3T3, le FGF-1 soit capable de tyrosine-phosphoryler cette enzyme (Burgess et al,
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1990). D’ailleurs, le FGFR1 phosphoryle et active davantage la PLCy que le FGFR4 (Vainikka et
al, 1992). C’est en 1991 que Mohammadi et al. identifie la tyrosine 766 phosphorylée située a

Iextrémité cytoplasmique du FGFR1 comme site de fixation du domaine SH2 de 1a PLCy. La
mutation de ce résidu Tyr-766 en une phénylalanine (F) sur le FGFR1 empéche la fixation de la
PLCY, I’hydrolyse des phosphatidyl inositols et le relargage du calcium intracellulaire. Mais elle
n’a pas d’effet inhibiteur sur la prolifération induite par le FGF dans les myoblastes L6, les cellules
BaF3 et les cellules endothéliales, sur la croissance des neurites dans les cellules PC12, et sur
I’induction de la chémotaxie et de 1a migration des cellules endothéliales aortiques (Mohammadi et
al, 1992; Peters et al, 1992; Spivak-Kroizman et al, 1994; Sorokin et al, 1994; Landgren et al,
1998). Cependant, dans des cellules hématopoiétiques BaF3 transfectées par le récepteur muté

FGFR1 (Y766F), I’activation de Raf-1 et des MAPK diminue d’un facteur trois, et une légeére

baisse de la prolifération induite par le FGF-1 est observée (Huang et al, 1995). Ceci suggere
fortement que la voie activée par la PLCy n’est pas nécessaire, mais contribue néanmoins a
P’activation de la cascade Raf/MAPK par le FGF, indépendamment de la protéine Ras. De plus,

P’activation de la PLCY est associée a ’activité mitogéne du FGF-2 dans les cellules endothéliales

de comée (Kay et al, 1998) et participerait au remaniement du cytosquelette déclenché par la

prolifération via la fixation du domaine SH3 de la PLCy sur des protéines du cytoquelette (Park et

al, 1999). Ainsi, dans plusieurs types cellulaires, le FGF est capable d’activer la PL.Cy, mais dans

la plupart des cas, cette activation ne semble indispensable ni a la prolifération, ni a la migration

induites par le FGF.

IV.2.3/ La protéine kinase C (PKC)

Les PKC sont des sérine/thréonine kinases régulées par le calcium intracellulaire et des
seconds messagers lipidiques, tels que le diacylglycérol produit par 1a PLC. La famille des protéine
kinases C (PKC) est subdivisée en trois groupes : les PKC classiques (alpha, beta, gamma) qui

sont activés par le calcium et le DAG, les PKC nouvelles (delta, epsilon, eta et theta) qui ne sont
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dépendantes que du DAG, et les PKC atypiques (zeta et lambda) indépendantes du calcium et du
DAG. Ces enzymes régulent de nombreux processus biologiques comme la croissance, 1’apoptose
ou ’organisation du cytoquelette (revue dans Toker, 1998). L’implication des PKC dans ’activité
mitogene du FGF-2 dépend du type cellulaire étudié et par ailleurs, les isotypes de la PKC
semblent intervenir différemment selon le type cellulaire, en fonction de leur sensibilité au calcium
intracellulaire et aux phospholipides. En effet, par mesure de la translocation vers la membrane des
PKC, ou en utilisant des inhibiteurs et/ou activateurs de PKC (phorbol esters, staurosporine),
certaines équipes ont montré une intervention de la PKC dans Iactivit¢ du FGF dans des cellules
endothéliales humaines (Kent et al, 1995) ou bovines (Presta et al, 1989; Daviet et al, 1990), des
oligodendrocytes (Radhakrishna et Almazan, 1994), les fibroblastes Swiss 3T3 (Nanberg et al,
1990) ou des cellules cancéreuses prostatiques de rat (Hrzenjak et Shain, 1997). En revanche, des
résultats contraires ont été trouvés dans les mémes types cellulaires que précédemment, mais
d’origine différente. Ainsi, la PKC n’est pas impliquée dans la prolifération dépendante du FGF-2
dans les cellules mésangiales (Issandou et Darbon, 1991), dans des cellules endothéliales murines
(Kanda et al, 1997), et dans les fibroblastes de hamster CCL39 (Magnaldo et al, 1986) ou de
souris NIH3T3 (Corbit et al, 1999). Pour les autres effets biologiques du FGF-2, la PKC semble
requise pour la croissance de neurites dans les cellules PC12 (Corbit et al, 1999), pour la
chémotaxie des cellules endothéliales bovines du cortex cérébral (Daviet et al, 1990), ou encore,
pour l’'inhibition de ’apoptose induite par le FGF-2 dans des cellules endothéliales aortiques
bovines soumises a des radiations ionisantes (Haimovitz-Friedman et al, 1994). L’ensemble de ces
données montre que 1’'implication de I’activité enzymatique de la PKC dans les effets biologiques
du FGF dépend du type et de lorigine des cellules utilisées, et de ce fait, aucune conclusion

générale ne peut €tre tirée sur I'intervention de la PKC dans la signalisation du FGF-2.

IV.2.4/ La phosphatidylinositol 3° kinase (PI3-K)

La PI3-K est une protéine hétérodimérique composée d’une sous-unité régulatrice de 85
kDa (p85) et d’une sous-unité catalytique de 110 kDa (p110). La sous-unité p85 contient deux
domaines SH2 qui peuvent se fixer sur les récepteurs tyrosine-phosphorylés et recruter alors le

complexe p85-p110 prés de la membrane cellulaire. Une fois activée, la sous-unit¢ pl10
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phosphoryle des composés phosphoinositols (IP, PIP, PIP,) qui agissent comme second
messagers (revue dans Vanhaesebroeck et al, 1997). La PI3-K ne semble pas impliquée dans la
transmission du signal mitogene induit par le FGF-2 dans différents types cellulaires, tels que les
cellules musculaires (Milasincic et al, 1996; Derossi et al, 1998), les cellules astrogliales
(Pomerance et al, 1994) ou les cellules épithéliales (Souttou et al, 1997). Mais une faible activation
de cette enzyme a ét¢ montrée dans les cellules PC12 stimulées par les facteurs neurotrophiques, le
FGF-2 et le NGF, alors que dans ces mémes cellules, le facteur mitogene I’EGF, induit une trés
forte activation de la PI3-K (Raffioni et Bradshaw, 1992). La PI3-K pourrait davantage jouer un
role dans la migration induite par le FGF-2 comme I’indiquent des travaux basés sur I’utilisation
d’inhibiteur de cette enzyme, tel que la wortmannine, sur des cellules endothéliales (Landgren et al,
1998; Kay et al, 1998). Ainsi, le role exact de la PI3-Kinase dans I’effet biologique du FGF n’est
pas encore précisément établi, méme si les études citées ci-dessus semblent pencher vers la non-

implication de cette kinase, au moins dans la prolifération induite par le FGF-2.

IV.3/ La voie Ras/Raf/MAPK
IV.3.1/ Ras

Les différents adaptateurs que nous venons de décrire établissent le lien entre le récepteur
activé et la principale cascade de signalisation activée par les facteurs de croissance, la voie
Ras/Raf/MAPK dont la protéine Ras est I'initiatrice. Ras appartient a la famille des protéines fixant
les molécules de GTP. L’origine de son nom provient de sa découverte en tant qu’oncogene dans
le génome du virus du sarcome de Rat (Rat Sarcoma virus). Ras est une protéine de 20-25 kDa
ancrée dans la membrane plasmique et qui, dans son état inactif fixe le GDP, et dans sa forme
active, le GTP. Cette étape est catalysée par des facteurs d’échange de nucléotide guanosine, les
GEF (Guanosine nucleotide Exchange Factor) dont la protéine Sos fait partie. La réaction inverse
qui inactive la protéine Ras est sous le contrdle de ’activité GTPase intrinséque de Ras, activée par
les GAP (GTPase Activating Protein). L’activation de Ras par le complexe Grb2-Sos entraine
I’interaction de Ras avec ces principales protéines effectrices, les Sérine/Thréonine Kinases
cytoplasmiques, Raf. Le cycle de I’activation de la protéine GTPase Ras est représenté ci-dessous

dans la figure 9.
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IV.3.2/ Raf

Il existe trois isoformes de Raf : A-Raf et C-Raf ou Raf-1 qui sont ubiquitaires, et B-Raf
qui est exprimée essenﬁellemefxt dans le cerveau et les testicules (revue dans Anton et Wennogle,
1998). La fixation de Ras sur la région N-terminale de Raf qui représente le domaine de fixation de
Ras (RDB, Ras Binding Domain) encore appelé région conservée n°l (CR1, Conserved Region),
est nécessaire pour stimuler Dactivité catalytique de Raf. En effet, comme le montre la figure 10,
cela permet la translocation membranaire de Raf et entraine un changement conformationnel de
celle-ci, exposant alors le domaine CR3 de Raf a dés protéines activatrices dont la nature reste a
découvrir, et qui seraient activées elles-aussi par Ras (Li et al, 1998). L’activation compléte de Raf
requiere non seulement son interaction avec la membrane plasmique, mais également sa
phosphorylation sur des résidus Ser, Thr et Tyr. La protéine tyrosine kinase Src et les Ser/Thr
Kinases PKC et KSR (Kinase Suppressor of Ras) seraient impliquées dans cette activation, mais il
n’est pas exclu que Raf soit la cible de d’autres kinases qu’il reste a identifier (revue dans
Denhardt, 1996). D’autre part, Raf est complexée a des protéines, et en particulier 8 'HSP90 et
aux protéines de la famille 14-3-3, représentées sur la figure 10. Les protéines 14-3-3 ont ét
identifiées comme des protéines associées a I’activation de Raf par plusieurs groupes a 1’aide
d’approches biochimiques et génétiques (Fantl et al, 1994; Freed et al, 1994; Irie et al, 1994,
Yamamori et al, 1995). Bien qu’un rdle positif pour les 14-3-3 dans I’activité de Raf ait été¢ mis en
évidence dans la levure et la drosophile par des expériences génétiques (Chang et Rubin, 1997; Irie
et al, 1994), les études biochimiques in vitro sont contradictoires. En effet, alors que certains
auteurs rapportent que les 14-3-3 peuvent activer Raf (Freed et al, 1994; Fu et al, 1994; Li et al,
1995; Thorson et al, 1998), d’autres ont montré que la fixation des 14-3-3 n’est pas requise pour
Iactivité d¢ Raf (Michaud et al, 1995; Suen et al, 1995; Clark et al, 1997). Tzivion et al. (1998)
ont montré in vivo et in vitro que 1’association des protéines 14-3-3 avec Raf dans un état inactif
stabilise cette conformation, et qu’une fois Raf activée, les 14-3-3 facilitent cette activation, peut-

étre en interagissant spécifiquement avec le domaine kinase.



1 Adaptateur
D Kinase
[: Autre enzyme

D Facteur de transcription

[ Jpal K

GDP / GTP

MEK1/2 MEK3/6

CYTOPLASME

cytosquelette

|| MAPKAP23

A\*//W

—

// NOYAU

4\‘\

ERK1/2

Figure 11 : Signalisation intracellulaire du FGF.



48
1V.3.3/ Le module des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)

Chez les Mammiiferes, 11 génes de MAPK et 7 de MAPKK (ou MEK) ont été identifiés a
ce jour. La famille des MAPK comprend trois groupes : les MAPK proprement dites, ou ERK
(Extracellular-Regulated-Kinase, ERK1 2 ERKS5) dont les membres ERK1 et ERK2 sont activés

par les MEK1 et MEK2 stimulées par des facteurs de croissance et/ou de différenciation; les

JNK/SAPK «, B, Y (NH2-terminal Jun Kinase / Stress-Activated Protein Kinase) activées par les

MEK4 et MEKG®; et les p38 MAPK a, B, v et §, activées par les MEK3 et MEK6 qui sont

impliquées de mani¢re générale dans des réponses au stress cellulaire, & I’inflammation et a
I’apoptose (revue dans Lewis et al, 1998). Dans ce chapitre, nous évoquerons principalement les

ERK1 et ERK2 (ou p42/p44 MAPK), étant donné leur rdle dans la réponse au FGF.

Une fois activées par la Ser/Thr kinase Raf, les MEK1/2 qui sont des kinases a double
spécificité s’associent a leur substrat et le phosphorylent d’abord sur la Tyr183 (pour ERK2) puis
sur la Thr185, ces deux éveénements étant nécessaires pour l’activation complete des ERK1/2
(Burack et Sturgill, 1997). Les ERK1/2 phosphorylées s’homodimérisent (revue dans Cobb et
Goldsmith, 2000) et peuvent alors activer des substrats cytoplasmiques, indiqués sur la figure 11,
tels que des Ser/Thr kinases et des protéines de signalisation (Sos, MEK). Parmi les kinases, on
trouve les MAPKAP kinases (MAPK-activated protein kinases). La MAPKAP kinase-1 (ou p90
ribosomal S6 Kinase, p90RSK) établie un lien entre les MAPK et la régulation des geénes en
phosphorylant des protéines impliquées dans la transcription, telles que CREB (cAMP Response
Element Binding protein), CBP (CREB Binding Protein), c-fos, ou encore le SRF (Serum
Response Factor) (revue dans Frodin et Gammeltoft, 1999). Quant aux MAPKAP kinase-2 et -3,
elles peuvent étre activées par ERK, p38 MAPK et INK/SAPK, et phosphorylent 'HSP27 qui
intervient dans la régulation de 1’assemblage du cytosquelette. Les MAPK (ERK et p38) activent
aussi d’autres Ser/Thr kinases, les Mnkl et Mnk2 (MAPK-interacting kinase) qui régulent
I"activité du facteur eucaryote d’initiation de la transcription, eIF-4E (Waskiewicz et al, 1997). De
plus, les MAPK sont capables d’autoréguler négativement leur activation en phosphorylant leur
propre kinase, MEK1 (Xu et al, 1999) et I’adaptateur Sos, entrainant la déstabilisation des
complexes comme Sos-Shc et Sos-Grb2 (Rozakis-Adcock et al, 1995). Par ailleurs, ERK1/2

activées et dimérisées peuvent €tre transloquées au noyau ou elles vont phosphoryler des facteurs
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de transcription nucléaires. Cette translocation nucléaire est indispensable & 1’expression des geénes
induite par les facteurs de croissance et a I’entrée dans le cycle cellulaire (Lenormand et al, 1993;
Lenormand et al, 1998; Brunet et al, 1999; Hulleman et al, 1999). Comme le montre la figure 12,
parmi les cibles nucléaires de ERK1/2, il y a le complexe ternaire p62™"/Elk-1 (Gille et al, 1992;
Janknecht et al, 1993) et les facteurs de transcription Ets-1 et Ets-2 (revue dans Wasylyk et al,
1998) qui interagissent tous les trois avec le SRF pour activer la transcription via les SRE (Serum
Response Element) présents dans les promoteurs des “immediate early genes”. On trouve aussi les
facteurs de transcription c-myc (Seth et al, 1992; Davis, 1993), c-jun (Pulverer et al, 1991) et c-fos
(Okazaki et Sagata, 1995), les deux derniers se fixant sur le site AP-1 dans le promoteur des geénes

cibles.

L’activation des MAPK (ERK1/2) par lintermédiaire des protéines Ras/Raf
principalement, est fréquemment reportée dans les différentes réponses biologiques induites par le
FGF. Ainsi, les protéines ERK1/2 sont activées lors de la réponse mitogéne au FGF dans des
cellules endothéliales (D’Angela et al, 1995; Tanaka et al, 1999; Larsson et al, 1999), des
fibroblastes (LaVallee et al, 1998), des cellules épithéliales (Liu et al, 1998), des cellules
musculaires (Bogoyevitch et al, 1995; Milasincic et al, 1996; Kanai et al, 1997; Miralles et al,
1998), ou encore dans les cellules BaF3 (Huang et al, 1995). D’autres effets biologiques du FGF
tels que la migration (Sa et al, 1995; van Puijenbroek et al, 1997; Nurcombe et al, 2000), la
différenciation (Chung et al, 1998; Maher et al, 1999), I’angiogenése (Tanaka et al, 1999) et 'effet
anti-apoptotique du FGF (Gardner et Johnson, 1996) requiérent aussi I’activation des MAPK. De
maniére intéressante, la réponse mitogene induite par le FGF entraine généralement une activation
rapide et transitoire de ERK1/2, de ’ordre de une & quelques dizaines de minutes (Bogoyevitch et
al, 1995; Milasincic et al, 1996; Liu et al, 1998). Par contre, les processus de migration et de
différenciation induits par le FGF ont recourt le plus souvent a une activation soutenue des MAPK,
de l'ordre de plusieurs heures (van Puijenbroek et al, 1997; Maher, 1999). Ceci n’est pas
spécifique au FGF, puisque d’autres facteurs de croissance comme I’EGF ou le NGF utilisent
aussi ce différentiel de durée pour I’activation des MAPK selon leur effet mitogeéne et/ou
différenciateur (Traverse et al, 1992; Tombes et al, 1998; Descamps et al, 1998; revue dans

Marshall, 1995). 11 faut noter que si ERK1/2 sont impliquées dans la signalisation du FGF-2, elles
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sont parfois nécessaires mais pas suffisantes pour la réponse biologique induite. De plus, les
MAPK peuvent étre activées indépendamment des prot€ines Ras et/ou Raf, mais par d’autres
protéines de signalisation telles que la PLC gamma (Huang et al, 1995), la PKC (Schweppe et al,
1997) ou Src (Stockoe et McCormick, 1997; Curto et al, 1998).

En outre, certains travaux récents ont souligné l’implication de la p38MAPK dans la
signalisation du FGF-2. Une étude récente publiée en 1999 par Maher a modifi€é le schéma
généralement admis des kinases impliquées dans un signal mitogéne. En effet, dans les
fibroblastes Swiss 3T3, le FGF-2 induit une activation soutenue de ERK1/2 qui n’est pas
indispensable a la stimulation de la prolifération induite par le FGF-2. Par contre, 1’activation
prolongée de la p38MAPK qui phosphoryle certaines cibles comme la MAPKAP-2, est
absolument nécessaire pour la réponse mitogéne du FGF-2 dans ces cellules (Maher, 1999). Ces
résultats sont différents de ceux obtenus avec le FGF-1 par LaVallee et al. (1998) qui montrent
que dans ces mémes cellules fibroblastiques, la synthé¢se d’ADN induite par le FGF-1 requicre
I’activation de ERK1/2. Ainsi, la p38MAPK peut dans certains cas se révéler €tre plus importante
que les ERK1/2 dans I’activité mitogéne du FGF-2. Une autre étude appuie ces données : a 1’aide
de l'inhibiteur spécifique SB203580 et de transfection de la p38MAPK, 1’étude de Dactivité
transcriptionnelle induite par le FGF-2 dans des cellules humaines de neuroblastome a révélé que le
FGF-2 stimule la transcription de génes dépendante du facteur de transcription CREB via
I’activation de Ras et de la p38MAPK qui active CREB par phosphorylation (Tan et al, 1996). Ces
résultats mettent en exergue l’existence de voies de transduction communes entre un signal de
stress qui fait appel généralement a la p38MAPK et le signal déclenché par le FGF-2. la
P38MAPK contribue également a d’autres activitts du FGF comme 1’angiogenese. En effet,
Tanaka ef al. (1999) ont montré & I’aide d’inhibiteurs que les kinases ERK1/2 et p38MAPK
participent ensemble a la formation des vaisseaux sanguins, a la prolifération et a la migration de
cellules endothéliales murines stimulées par le FGF-2, en activant la dégradation de la matrice
extracellulaire et en entrainant une réorganisation du cytosquelette respectivement. Il semble donc
que de plus en plus, on en vienne a découvrir non pas une séparation nette et bien définie entre les
voies et les roles des différentes isoformes de la famille des MAPK, mais au contraire, une

implication plus ou moins importante de chacune d’entre elles selon la réponse biologique, avec
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I’importance du ratio de leur activité respective, et dans d’autres cas, une convergence possible des

signaux de transduction a certains niveaux de la cascade de signalisation.

Comme nous le verrons dans le chapitre 2, les facteurs de croissance tels que les FGFs
jouent un réle important dans la croissance des cellules cancéreuses mammaires. Vue leur
importance, 1’expression et 1’activation de protéines impliquées dans les cascades de signalisation
sont donc trés étudiées dans cette pathologie, d’autant que la signalisation des hormones
stéroidiennes (oestrogene et progestérone) converge aussi vers certaines de ces protéines, comme
les MAPK (Migliaccio et al, 1996; Koibuchi et al, 1997; Lange et al, 1998). Plusieurs études
relatent une hyperexpression des ARNm des MAPK dans les cellules mammaires épithéliales
malignes ainsi qu’une activité kinasique nettement plus élevée dans les tissus cancéreux que dans
les tissus bénins ou normaux (Sivaraman et al, 1997), et dans une lignée cancéreuse mammaire
hormono-indépendante par rapport & une lignée de cellules hormono-dépendantes (Coutts et
Murphy, 1998). Comme 1’ont récemment montré des études sur des lignées cellulaires de cancer
du sein, les ERK1/2 et p38MAPK semblent intervenir également dans 1’invasion et les métastases
tumorales. En effet, Reddy er al. (1999) ont montré que 1’expression de la protéase MMP-9 dans
la lignée cellulaire métastatique SKBR-3 est régulée positivement par une voie impliquant ERK1/2.
Quant a la p38MAPK, elle peut réguler 1’adhésion des cellules métastatiques MDA-MB-435 sur le
collagéne IV, un composant de la matrice extracellulaire (Paine et al, 2000) et elle est essenticlle
pour D’expression d’une autre protéase, I’'uPA et de son récepteur uPAR (Huang et al, 2000).
Ainsi, non seulement l'activitt des MAPK est primordiale dans la croissance des cellules
épithéliales de cancer du sein, mais un rdle supplémentaire émerge pour ces kinases dans la

régulation de I'invasion tumorale et du processus métastatique.

L’ensemble des données concernant les différentes protéines de signalisation impliquées
dans la signalisation intracellulaire du FGF et que nous venons de décrire dans ce paragraphe est
rassembl€ dans la figure 11. Il apparait donc que les signaux de transduction induits par les FGFs
sont multiples, complexes et différents selon le type cellulaire €tudié. On remarquera que peun

d’études portent sur les cellules épithéliales et en particulier, au début de cette thése trés peu de
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données étaient disponibles sur la signalisation du FGF-2 dans les cellules épithéliales mammaires
cancéreuses. Nous avons donc entrepris d’étudier les effets intracellulaires du signal mitogene du
FGF-2 dans une lignée, les cellules hormono-dépendantes MCEF-7, étant donné !'implication de ce
facteur de croissance dans la cancérogenése mammaire et son intérét potentiel dans le traitement de
cette pathologie. Dans ce but, nous avons développé ’analyse protéomique dont les principales

caractéristiques et les champs d’applications majeurs sont décrits dans le chapitre 3.



CHAPITRE 2
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IMPLICATION DES FGFS ET DE LEURS
RECEPTEURS DANS LE CANCER DU SEIN

Dans ce chapitre, nous allons aborder rapidement la structure de la glande mammaire ainsi
que la régulation de sa croissance par différents facteurs, notamment les hormones et les facteurs
de croissance puis nous développerons le role des FGFs et de leurs récepteurs dans le sein normal

et cancéreux.

I/ GENERALITES

L1/ Structure et développement de la glande mammaire

D’un point de vue structural, la glande mammaire est constituée de lobes et de canaux
galactophoriques entourés de tissu conjonctif dense dans lequel cheminent des vaisseaux sanguins.
Les acini sont groupés de fagon tres dense autour d’un canal alvéolaire. Plusieurs canaux
alvéolaires se réunissent pour former un canal lobulaire. Cette petite structure forme un lobule.
Plusieurs canaux lobulaires se réunissent pour donner un canal galactophore de premier ordre, et
I’ensemble des lobules qu’il draine forme un lobe glandulaire. Dans le sein, il y a 15 4 20 lobes qui
sont séparés par du tissu conjonctif dense, et donc 15 a 20 canaux galactophores, chacun d’entre
eux s’ouvrant a ’extérieur au niveau du mamelon.

Un canal, quelque soit son niveau dans 1’arbre galactophorique, est tapissé d’une couche
interne de cellules épithéliales doublée d’une couche perpendiculaire discontinue de cellules
myoépithéliales, les deux couches cellulaires reposant sur une membrane basale. Autour de cette
structure, on trouve un manchon fibroblastique, le tout étant entouré de tissu conjonctif. De
maniere plus précise, le sein est formé de quatre types cellulaires distincts. Les cellules épithéliales,
de forme cylindrique, forment les alvéoles et les canaux; elles synthétisent et sécrétent le lait. Ces

cellules sont ceinturées par les cellules myoépithéliales, de forme allongée, et qui ont pour fonction
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de faire évacuer le lait en se contractant. Dans le mésenchyme ou stroma, les adipocytes produisent
des acides gras polyinsatur€s et leurs dérivés, les prostaglandines, qui contribuent & la prolifération
et a I’organisation des cellules épithéliales, augmentent la vascularisation de la glande mammaire et
favorisent la ramification des canaux mammaires. A proximité des cellules €pithéliales, se trouvent
également les fibroblastes, qui jouent un rdle important dans la formation et la différenciation de
I"épithélium mammaire. En effet, ils synthétisent et sécretent ’HGF (Hepatocyte Growth Factor)
qui stimule la prolifération des cellules épithéliales, et le collagéne I qui participe a la formation de
la matrice extracellulaire. Celle-ci exerce des rdles multiples dans D'intégrité de la glande
mammaire, et sa dégradation est fortement régulée sous 1’action concertée de protéases et d’anti-
protéases. Son action sur les cellules €pithéliales est essentielle. Notamment, elle permet & ces
cellules de s’organiser en alvéoles, les sensibilise aux hormones lactogénes et inhibe leur

croissance.

Le développement de la glande mammaire se fait en plusieurs étapes. Au cours de la vie
foetale, les structures de base sont mises en place, a savoir le parenchyme composé de cellules
épithéliales et myoépithéliales et le mésenchyme constitué de fibroblastes et d’adipocytes. A 1la
puberté, des modifications morphologiques ont lieu, dues & I’augmentation des adipocytes et au
développement des canaux mammaires sous 1l’effet d’interactions épithélio-mésenchymateuses.
Mais c’est au cours de la gestation puis de la lactation que la glande mammaire achéve son
développement grice aux signaux hormonaux qui induisent la prolifération des cellules souches,
induisant 1’extension des canaux galactophoriques et la différenciation des acini. Enfin, a chaque
fin de cycle menstruel et a la ménopause, la glande mammaire subit une involution caractérisée

notamment par une atrophie des structures épithéliales.

1.2/ Le cancer du sein

La majorit€ des cancers du sein résulte d’une prolifération maligne de 1’épithélium
mammaire des canaux (carcinomes canalaires) ou des lobules (carcinomes lobulaires). Si les
cellules épithéliales n’ont pas encore franchi la membrane basale, on parle de carcinome in situ, par

opposition au carcinome infiltrant. Dans les tumeurs mammaires, et en particulier lors des
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métastases, 1’équilibre est souvent rompu entre les protéases et les anti-protéases. Les cellules
épithéliales ayant acquis la possibilité€ anormale de dégrader la matrice extracellulaire se multiplient
a un rythme élevé€ et e peuvent s’échapper de leur organe d’origine pour former des métastases.

De nombreux facteurs pronostiques ont été étudiés et contribuent a 1’évaluation de
I’agressivité et du potentiel métastatique de la tumeur mammaire. On distingue deux grandes
catégories de facteurs pronostiques. Parmi les facteurs pronostiques cliniques et histologiques, on
trouve I’4ge et le statut ménopausal de la patiente, le diametre de la tumeur, le type histologique et
le grade histopronostique de la tumeur, et I’envahissement ganglionnaire axillaire (N-, N+). Les
facteurs dits « biologiques » servent également au pronostic de la tumeur, le taux des récepteurs
aux oestrogénes (RE) et a la progestérone (RPg) étant détecté en routine. Ce taux est effectivement
essentiel car il permet de prédire la réponse a un traitement hormonal. On trouve aussi d’autres
marqueurs tissulaires permettant une évaluation de 1’activité proliférative tumorale (PCNA, Ki-67,
thymidine kinase, la ploidie), du développement précoce (IGFR, FGFR) ou tardif (EGFR, erb-
B2), ou encore du potentiel invasif de la tumeur (protéases : cathepsine D, activateurs et inhibiteurs
du plasminogene; métalloprotéases : stromélysine III; collagénases; pS2). La valeur indépendante
de chacun des paramétres biologiques tissulaires n’est pas clairement démontrée et reste en cours
d’évaluation tant technique que clinique. En pratique quotidienne, 1’évaluation pronostique repose
essentiellement sur le statut ganglionnaire (N), la taille tumorale (T), le grade histopronostique
(GHP), I’4ge et les récepteurs hormonaux (RE, RPg). Vue I'importance des facteurs pronostiques
pour la caractérisation de la tumeur mammaire et son traitement, la recherche de nouveaux facteurs
est un point crucial dans le combat contre le cancer et I’appréciation de leur réelle valeur prédictive

est essentielle.

L3/ Role des facteurs de croissance dans la prolifération des cellules épithéliales
mammaires.

La croissance de la glande mammaire est sous le contrdle d’hormones et de facteurs de

croissance qui agissent de mani€re autocrine et paracrine sur leurs cellules cibles, participant ainsi a

I’homéostasie tissulaire du sein. Le sein étant un organe hormono-dépendant, les hormones

stéroidiennes et peptidiques (oestrogeénes, progestérone, prolactine,..) qui stimulent Ila
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prolifération ont un rdle essentiel dans la régulation de ce processus en influencant 1’expression et
la sécrétion de facteurs de croissance et en modulant le nombre de leurs récepteurs cellulaires. Le
développement d’un cancer du sein induit et requiére un ensemble complexe de signaux de
prolifération entre les cellules tumorales et le tissu normal environnant. Les facteurs de croissance
sécrétés par les cellules normales ou tumorales et qui agissent par voie autocrine ou paracrine sont
eux aussi essentiels pour la croissance des cellules malignes mais aussi pour la néovascularisation
tumorale indispensable & la prolifération et favorisant la dissémination métastatique. De nombreux
oncogeénes ont été décrits comme €tant amplifi€s dans les tumeurs mammaires. Les protéines
codées appartiennent notamment a la famille des facteurs de croissance (c-sis/PDGF-B, hst/FGF-
4, int2/FGF3) et de leurs récepteurs (erb-b1/EGFR), ou interviennent dans la signalisation de ces
facteurs de croissance (src, ras, myc), soulignant I'importance de ces derniers dans Ile
développement et la progression tumorale mammaire. Parmi les facteurs de croissance impliqués
dans la régulation de la glande mammaire et que nous allons décrire brievement, on distingue ceux
qui régulent positivement la croissance des cellules épithéliales (revues dans Lippman et al, 1988;
Dickson et al, 1992) de ceux qui ont un effet inhibiteur sur la prolifération (revue dans Le Bourhis

et al, 2000).

1.3.1/ Facteurs inhibiteurs de la prolifération cellulaire

Les Transforming Growth Factor B (TGFR1, B2 et 33) sont des facteurs de croissance
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Les lignées cellulaires MCF-7,
T47D et MDA-MB-231 sécrétent le TGFB, et dans les cellules hormono-sensibles, cette sécrétion
est inhibée par les oestrogénes et activée par les anti-oestrogenes. Cependant, la plupart des lignées
cellulaires dérivées de tumeurs mammaires humaines invasives sont plus ou moins sensibles, voire
méme résistantes a 1’effet inhibiteur du TGFB alors que celui-ci est capable de stimuler la
croissance des fibroblastes (Knabbe et al, 1987, Arteaga et al, 1988, Zugmaler et al, 1989). De
plus, le TGFR semble contrdler la communication paracrine entre cellules tumorales et fibroblastes
en stimulant la synth¢se de protéases par les fibroblastes (collagénases, uPA, stromélysine)
facilitant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire (Chua et al, 1985; Basset et al, 1990;

Wolf et al, 1993).
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Les IGFs (Insulin-like Growth factor) sont des mitogénes potentiels pour les cellules
cancéreuses du sein, et dont la disponibilit€ est régulée par les IGFBPs (Insulin-like Growth factor
Binding Protein) dont on compte au moins sept membres. In vitro, toutes les cellules cancéreuses
mammaires sécretent des IGFBPs, et dans les tumeurs sont exprimées préférentiellement les
IGFBP-1 et -7 (Figueroa et Yee, 1992; Burger et al, 1998). La fonction de ces protéines dans la
régulation de la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses mammaires est encore mal
comprise, mais elles semblent pouvoir agir d’'une maniere dépendante et indépendante des IGFs
(revue dans Le Bourhis et al, 2000).

Le MDGI (Mammary Derived Growth Factor Inhibitor) est fortement exprimé lors de Ia
lactation dans les cellules épithéliales dans lesquelles il serait impliqué dans le processus de
différenciation. In vitro, il inhibe la croissance des cellules épithéliales humaines normales et
cancéreuses (MaTu, T47-D) (Lehmann et al, 1989).

I existe d’autres molécules, non apparentées aux facteurs de croissance, responsables de
I'inhibition de la prolifération des cellules épithéliales telles que les mammostatines qui ne sont

sécrétées que par les cellules épithéliales normales et qui agissent spécifiquement sur les cellules

cancéreuses du sein; le TNFa (Tumor Necrosis Factor) qui est cytotoxique pour les cellules

épithéliales malignes alors qu’il affecte peu la viabilité des cellules normales; ou certaines
interleukines comme les IL.-1, 4, 6, 8 qui sont produites par les cellules normales et cancéreuses, et
dont I’IL-6, par exemple, inhibe seulement la croissance des lignées cellulaires de cancer du sein

hormono-dépendantes (revue dans Le Bourhis et al, 2000).

1.3.2/ Les oestrogenes

Avant de citer les facteurs de croissance qui régulent positivement la prolifération des
cellules mammaires, nous évoquerons les oestrogénes qui jouent un role essentiel dans la
croissance de la glande mammaire normale et des cellules tumorales. En effet, les oestrogénes sont
impliqués dans la stimulation de la croissance mammaire a la puberté et pendant la grossesse en
stimulant la croissance des canaux et en augmentant les récepteurs a la progestérone, ce dernier

point étant responsable de I’action synergique observée entre les oestrogénes et la progestérone sur
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le développement lobulo-alvéolaire. Contrairement aux cellules épithéliales normales en
primoculture qui pour la plupart ne sont pas stimulées par 1’oestradiol alors qu’elles possédent les
récepteurs aux oestrogenes (RE), la croissance de plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein
telles que les MCF-7 et les T47D qui expriment ces récepteurs, est augmentée en présence de cette
hormone stéroidienne. Les oestrogénes ont surtout une action indirecte sur la prolifération des

cellules tumorales d’une part, en stimulant la syntheése et/ou ’activité de certains facteurs de

croissance comme I’EGF, le TGFa, les IGF-I et -II, et de leurs récepteurs; d’autre part, en

stimulant la synthése de protéases (uPA, cathepsine D) qui, en dégradant localement la matrice
extracellulaire, vont contribuer a la multiplication des cellules épithéliales; et enfin, en stimulant
I’activité des oncogenes c-myb et c-fos qui interviennent dans la prolifération cellulaire (revues

dans Dickson et al, 1990; Woodward et al, 1998).

1.3.3/ Facteurs activateurs de la prolifération cellulaire

Les IGFs (Insulin-like Growth factor) (IGF-I et IGF-II) sont de puissants mitogenes pour
les lignées cellulaires tumorales mammaires hormono-sensibles ou non qui expriment leur
récepteur tyrosine kinase (Osborne et al, 1989; Peyrat et al, 1990). L’IGF-I sécrét€ par les
fibroblastes du stroma agit de maniére paracrine sur les cellules épithéliales et sa présence dans le
plasma augmente chez les patientes atteintes d’une tumeur mamrmaire primaire par rapport aux
sujets sains (Peyrat et al, 1993). L’IGF-II peut étre sécrété par les lignées cellulaires cancéreuses
hormono-dépendantes T47D et MCF-7 sous ’influence des oestrogenes (Yee et al, 1989).

Le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) est synthétisé par les plaquettes, mais aussi par
les fibroblastes. Il présente deux sous-unités protéiques, la sous-unité A et la sous-unit€ B, et il

agit sous forme d’homodimeres (AA, BB) et d’hétérodimeres (AB). Les cellules tumorales
humaines T47D expriment les récepteurs du PDGF (a et 8) et sont stimulées par le PDGF-AA et le
PDGF-AB. Contrairement, aux cellules mammaires normales qui sécrétent préférentiellement le
PDGF-AA, les cellules tumorales sécrétent surtout le PDGF-BB (Bronzert et al, 1987).

L’EGF (Epidermal Growth Factor) régule le déveioppement de la glande mammaire de

souris in vivo et in vitro (Vonderhaar, 1987; Coleman et Daniel, 1990) et stimule la prolifération
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des cellules épithéliales mammaires tumorales in virro. Le TGFo (Transforming Growth Factor)

appartient a 1a méme famille que I’EGF et il est sécrété par les lignées de cellules de cancer du sein,

agissant de maniere autocrine sur les cellules productrices, ou de mani¢re paracrine sur les cellules

voisines. L’EGF et le TGFo agissent par 'intermédiaire du récepteur tyrosine kinase de I’EGF,

I’EGFR, dont I’expression est détectée ou €levée dans 20 & 40% des tumeurs mammaires. De plus,
ERBB?2, un récepteur homologue de EGFR, est fréquemment amplifié dans le cancer du sein et
constitue un des facteurs pronostiques particulierement étudié dans cette pathologie (Seshadri et al,
1993; Révillion et al, 1998).

Le NGF (Nerve Growth Factor) a ét€¢ récemment découvert dans notre laboratoire comme
un facteur de croissance intervenant dans la glande mammaire. Alors que les cellules épithéliales
mammaires normales et cancéreuses expriment le récepteur a activité tyrosine kinase du NGF,
TrkA, et son récepteur p75, le NGF stimule la prolifération des lignées cellulaires hormono-
dépendantes (MCF-7, T47D) et hormono-indépendantes (MDA-MB-231), mais pas des cellules
épithéliales mammaires normales (Descamps et al, 1998). L’étude de 1’expression des ARNm des
récepteurs du NGF dans des biopsies de cancer du sein a mis en évidence une association entre
P’expression importante deTrkA et la survie prolongée des patientes (Descamps et al, résultats

soumis a publication).

La figure 13 résume les actions positives ou négatives, paracrines €t autocrines, des
diverses molécules que nous venons de voir sur la croissance des cellules épithéliales mammaires
cancéreuses. Sur cette figure sont représentés également les membres de la famille des FGFS dont
nous allons décrire les implications dans le sein normal et cancéreux dans le paragraphe qui suit.
Ce schéma récapitulatif montre que les cellules cancéreuses sont soumises a de nombreux stimulus
activateurs ou inhibiteurs de leur croissance, et qu’un déréglement de cette balance en faveur des

facteurs stimulateurs peut faciliter leur prolifération anarchique et le développement tumoral.
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II/ LES FGFs ET LEURS RECEPTEURS DANS LE SEIN

En plus des différents facteurs de croissance que nous venons de citer, de nombreux
travaux ont décrit ’expression des FGFs et de leurs récepteurs dans les tissus mammaires
normaux et cancéreux, soulignant ainsi I’importance des FGFs dans la régulation de la croissance
des cellules épithéliales mammaires normales et cancéreuses. Dans cette partie, nous allons détailler
la présence des FGFs et de ses récepteurs dans la glande mammaire, dans les biopsies tumorales,
ainsi que dans les lignées cellulaires couramment utilisées pour les €tudes in vitro de 'action du

FGF sur les cellules mammaires.

I1.1/ Les FGFs

I1.1.1/ Le FGF-2 dans la glande mammaire normale

La présence du FGF-2 et de ses ARNm a été détectée par northern-blot ou par
immunohistochimie dans la glande mammaire normale de différents mammiferes tels que ’homme
et le rat. Leur localisation se situe dans les cellules myoépithéliales mais aucun marquage n’a ét
observé dans les cellules €pithéliales (Barraclough et al, 1990; Gomm et al, 1991; Ke et al, 1993).
La localisation du FGF-2 dans les cellules myoépithéliales mammaires est essentiellement
intracellulaire, mais il est également détecté au niveau de la membrane cellulaire et de la matrice
extracellulaire en contact avec ces cellules (Gomm et al, 1991). Cependant, dans une étude
ultérieure, Gomm et al. (1997) ont confirmé la présence des transcrits du FGF-2 uniquement dans
les cellules myoépithéliales mais ont détecté la protéine FGF-2 aussi bien dans ces dernieres que
dans les cellules épithéliales, les deux types cellulaires étant issus de réductions mammoplastiques.
I semble donc que le FGF-2 détecté dans les cellules épithéliales provienne des cellules
myoépithéliales voisines. Par ailleurs, seule la croissance des cellules épithéliales humaines est
stimulée par le FGF-2 (Li and Shipley, 1991; Gomm et al, 1997). En revanche chez le rat, les
cellules myoépithéliales qui possédent les récepteurs du FGF de haute et de basse affinité,
proliférent en réponse au FGF-2 alors que les cellules épithéliales dans lesquelles les deux types de
sites de fixation n’ont pas €t€ détectés, ne répondent pas au FGF-2 (Fernig et al, 1990). Ainsi,

dans la glande mammaire normale humaine, les cellules myoépithéliales expriment et sécrétent le
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FGF-2 qui est alors stocké dans les membranes basales et qui peut agir de mani¢re paracrine sur la

survie et la croissance des cellules épithéliales adjacentes.

I1.1.2/ Le FGF-2 dans les tumeurs mammaires

De nombreux travaux réalisés a partir de tissus mammaires bénins ou tumoraux ont tenté
d’élucider le role du FGF-2 dans le développement et la progression tumorale des cellules du sein.
C’est en 1986 que le FGF-2 est identifi€ pour la premicre fois dans une tumeur mammaire (Rowe
et al, 1986). Comme dans le cas du sein normal, Gomm et col (1991) ont observé par
immunohistochimie le FGF-2 uniquement dans les cellules myoépithéliales. Par la suite, plusieurs
études ont confirmé I’expression du FGF-2 dans la plupart des cancers du sein, les niveaux
d’expression des ARNm et de la protéine €tant beaucoup plus faibles dans les tumeurs malignes
que dans les 1ésions bénignes et le sein normal (Lugmani et al, 1992; Anandappa et al, 1994; Smith
et al, 1994; Penault-Llorca et al, 1995; Yiangou et al, 1997; Heffelfinger at al, 1999). Cette
diminution globale de I’expression du FGF-2 dans les tumeurs malignes peut s’expliquer par le fait
que le nombre des cellules myoépithéliales, qui produisent le FGF-2, diminue lorsque le malignité
de la tumeur augmente. Cependant, il faut souligner que dans 1’étude réalisée par Anandappa et al.
(1994), pres d’un quart des biopsies cancéreuses exprime autant, voire plus de FGF-2 que les
lésions bénignes. Ce résultat souligne I'hétérogénéité des cellules tumorales et suggere que
certaines populations de cellules épithéliales tumorales peuvent acquérir la capacité d’exprimer le
FGF-2 2 un haut niveau. Par ailleurs, bien que la concentration sérique du FGF-2 augmente chez
la plupart des patientes dés les premiers stades de la maladie (Kurobe et al, 1993; Takei et al, 1994;
Sliutz et al, 1995), la présence du FGF-2 dans le sérum ne présente pas de corrélation avec la

survie sans rechute des patientes (Colomer et al, 1997).

Plusieurs équipes ont étudié la valeur pronostique éventuelle de 1’expression du FGF-2
dans les cancers du sein. Deux études réalisées en 1997 sur le taux d’ARNm du FGF-2 dans une
série de 51 biopsies mammaires tumorales (Yiangou et al, 1997a) et sur le niveau protéique de
FGF-2 sur 140 cytosols de tumeurs primaires (Colomer et al, 1997) ont établi une corrélation

positive entre un haut niveau de FGF-2 et la survie globale et/ou sans rechute des patientes. Mais



CEMN MCEF-7 T47D MDA- HBL-100
MB-231
FGF-1 + + + + +
FGF-2 + - - + +
FGF-3 ND - - - -
FGF-4 ND - - - -
FGEFE-5 ND - - + ND
FGF-6 ND - - - -
FGF-7 - - - - -
FGF-8 +/- + + +++ +++
FGF-9 ND - - - -

Tableau 4 : Expression des FGF-1 a FGF-9 dans les cellules épithéliales mammaires normales
(CEMN), cancéreuses (MCF-7, T47D, et MDA-MB-231) ou immortalisées (HBL-

100). ND, non déterminé.
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dans les deux cas, aucune association n’a pu étre établie entre le taux de FGF-2 et d’autres facteurs
pronostiques, tels que le grade histopronostique, le statut ménopausal, la présence de ganglions
lymphatiques (N) ou des récepteurs aux hormones (RE, RPg). De plus, Colomer et al. (1997) et
Smith et col (1999) ont observé que plus le niveau de FGF-2 est élevé, plus la tumeur est petite et a
un stade peu avancé de la maladie. Par contre, I’étude de I'impact pronostique du FGF-2 réalisée
par Eppenberger et col (1999) sur une série de 305 carcinomes primaires et 190 tumeurs N' n’a pas
permis de conclure 2 une association significative du FGF-2 avec la survie globale et la survie sans
rechute, ni avec d’autres facteurs pronostiques (age, taille, RE+, N). Ainsi, méme si la valeur
pronostique du FGF-2 dans le cancer du sein est discutée, il semble que sa présence dans les
tumeurs mammaires soit associée plutdt a un bon pronostic et 2 une augmentation de la survie des

patientes.

I1.1.3/ Le FGF-2 dans les lignées de cellules mammaires

En plus de I’étude de I’expression et de 1a localisation du FGF-2 dans la glande mammaire
normale et cancéreuse, 1’utilisation de cellules mammaires cultivées in vitro facilite 1’étude du rdle
du FGF-2 dans le cancer du sein. Alors que les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN)
en primoculture expriment les transcrits du FGF-2 mais sont insensibles a I’activité mitogene de
celui-ci (Li and Shipley, 1991), la prolifération des cellules épithéliales issues de biopsies
tumorales et placées en culture primaire est stimulée par le FGF-2 (Takahashi et al, 1989). Comme
le tableau 4 le résume, quelque soit la technique utilisée (Northern-Blot, PCR ou dosage de
protection a la RNase), aucun transcrit du FGF-2 n’a pu étre détecté dans les cellules de cancer du
sein hormono-dépendantes MCF-7 et T47D (Lugmani et al, 1992; Anandappa et al, 1994;
Chandler et al, 1999), contrairement a la lignée immortalisée de cellules épithéliales mammaires
non tumorales HBL-100 et aux lignées cellulaires hormono-indépendantes MDA-MB-231 et BT20
qui elles, expriment le FGF-2 (Souttou et al, 1994; Anandappa et al, 1994; Penault-Llorca et al,
1995). La non-détection de ces ARNm dans la lignée MDA-MB-231 par Lugmani et col (1995) et
Chandler et col (1999) est certainement due a un probléme de sensibilit€. En effet, El-Yazidi et
Boilly-Marer (1995) n’ont détecté les transcrits du FGF-2 dans ces deux types cellulaires qu’apres

40 cycles d’amplification PCR, alors qu’ils sont détectés bien avant dans les cellules HBL-100 et
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les CEMN. En ce qui concerne la sensibilité de ces lignées cellulaires au FGF-2, la prolifération
des cellules MCF-7 et T47D est stimulée par le FGF-2 (Karey et Sirbaska, 1988; Briozzo et al,
1991; Peyrat et al, 1991, 1992; Musgrove et Sutherland, 1993) alors que les cellules MDA-MB-
231 et BT20 sont insensibles a celui-ci (Peyrat et al, 1991; Delehedde et al, 1995). Quant aux
cellules HBL-100, elles produisent et sécretent le FGF-2 qui stimule leur croissance de manicre

autocrine (Souttou et al, 1994).

I1.1.4/ Les autres membres de la famille des FGFs
I1.1.4.1/ Dans le sein normal et cancéreux

Avec le FGF-2, le FGF-1 est un des membres de la famille des FGFs le plus étudié. Dans
le sein normal, les transcrits de FGF-1 mis en évidence par PCR sont exprimés dans les cellules
myoépithéliales et épithéliales (Coope et al, 1997). Dans le cancer du sein, 1’étude des transcrits du |
FGF-1 (RT-PCR et/ou northern-blot) et de la protéine (immunohistochimie, immunoblot) a montré
que le FGF-1 est présent dans une treés grande majorité des tumeurs primaires examinées. De plus,
contrairement au FGF-2, il est beaucoup plus exprimé dans les tissus cancéreux que dans les tissus
normaux ou bénins ol il n’est pas ou tres peu détecté (Smith et al, 1994; Penault-Llorca et al,
1995; Yoshimura et al, 1998). Il a également ét€ mis en €vidence dans des tissus normaux
adjacents aux tumeurs (Smith et al, 1994). Cependant, d’autres travaux ont observé les résultats
inverses. En effet, une expression plus importante du FGF-1 a été observée dans les lésions
bénignes par rapport aux tumeurs primaires (Annandappa et al, 1994), et dans les tissus normaux
par rapport aux tissus cancéreux (Bansal et al, 1995). La divergence de ces résultats met en
évidence les différences de sensibilité des méthodes et/ou I'importance de Dintégrité des

échantillons étudiés.

L’amplification des genes int2 (FGF-3) et hst] (FGF-4) a été reportée dans un nombre
significatif de tumeurs mammaires humaines (Lidereau et al, 1988; Theillet et al, 1989; Champeme
et al, 1994; Penault-Llorca et al, 1995; Fioravanti et al 1997). Ces deux genes localisés sur la
bande q13 du chromosome 11 ont été trouvés co-amplifi€s dans 17% des cancers du sein (Theillet

et al, 1989). De plus, de maniere trés claire et unanime, I’amplification du géne int2, qui code pour



64

une protéine non-altérée dans les cancers du sein (Meyers et Dudley, 1992), est associée & un
mauvais pronostic. Elle est en effet corrélée a un risque de rechute plus €levé, a une survie sans
rechute plus courte, et a2 un haut risque de récurrence loco-régionale dans les tumeurs bien
différenciées (RE+) (Lidereau et al, 1988; Borg et al, 1991; Champeme et al, 1994; Fioravanti et al
1997).

Le FGF-7 qui est produit uniquement par les cellules stromales est mitogéne pour les
cellules épithéliales (Imagawa et al, 1994). Son transcrit a ét¢ détecté dans 30% des tumeurs
(Penault-Llorca et al, 1995) et il est exprimé au méme niveau dans les tissus mammaires normaux
et cancéreux, essentiellement par les fibroblastes, puisque les cellules €pithéliales contiennent un
trés faible niveau d’ARNm (Bansal et al, 1997). Une étude immunohistochimique a détecté le
FGF-7 dans 2/3 des 80 carcinomes examinés et son expression tend a €tre associ€e avec le

caracteére bien différencié et peu agressif des tumeurs mammaires (Jacquemier et al, 1998).

Le FGF-8 est un facteur de croissance régulé par les androgenes (Tanaka et al, 1992). Dans
le sein normal, une trés faible expression des ARNm a ét€ observée dans les cellules
myoépithéliales et épithéliales issues de réduction mammoplastique (Marsh et al, 1999). La
protéine correspondante a été détectée dans les cellules épithéliales ductales et lobulaires (Tanaka et
al, 1998). Dans le cancer du sein, I’expression du FGF-8 est considérablement angmentée, tant au
niveau transcriptionnel (détecté par RT-PCR ou hybridation in situ) que protéique (détection

immunohistochimique) (Tanaka et al, 1998; Marsh et al, 1999).

Les autres membres de la famille des FGFs ont été trés peu, voire pas du tout décrits dans
les cellules mammaires normales ou cancéreuses, probablement a cause de leur découverte et de
leur caractérisation relativement récentes. Les FGF-5, FGF-6 et FGF-9 sont exprimés
respectivement dans 60%, 15%, et 37% des 103 tumeurs mammaires €tudiées (Penault-Llorca et
al, 1995). Une étude trés récente rapporte ’expression stromale du FGF-10 au cours du
développement post-natal de la glande mammaire de souris et sa diminution pendant les périodes

de grossesse et de lactation, parallelement & 1’augmentation du ratio des cellules épithéliales par
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rapport aux cellules stromales (Pedchenko et Imagawa, 2000). A ce jour, aucune étude ne relate

I’expression des FGF-11 a FGF-20 dans le sein.

I1.1.4.2/ Dans les lignées cellulaires

Le FGF-1 est exprimé dans les cellules épithéliales mammaires normales en primoculture,
dans les lignées cellulaires cancéreuses MCF-7, T47D et MDA-MB-231 et dans la lignée
immortalisée HBL-100 (Bansal et al, 1995; Renaud et al, 1996). Par contre, aucun d’ARNm de
FGF-3 et FGF-4 n’a pu étre détecté par PCR dans ces lignées cellulaires cancéreuses et seules les
cellules MDA-MB-231 expriment le FGF-5. Quant aux FGF-6, FGF-7 et FGF-9, ils ne sont
exprimés dans aucunes de ces lignées de cellules épithéliales cancéreuses précédemment décrites,
soulignant et confirmant dans le cas du FGF-7, une expression restreinte aux cellules stromales
(Penault-Llorca et al, 1995). Enfin, un niveau tres faible des ARNm du FGF-8 a été décrit dans les
cellules épithéliales normales et cancéreuses MCF-7 et T47D, contrairement aux cellules HBL-100
et MDA-MB-231 qui en expriment beaucoup plus (Marsh et al, 1999). Dans le tableau 4 est
reportée 1’expression des FGF-1 & FGF-9 dans les principales lignées cellulaires mammaires
cancéreuses ou immortalisée (MCF-7, T47D, MDA-MB-231, HBL-100) et dans les CEMN en

primoculture.

I1.2/ Les récepteurs des FGFs

I1.2.1/ Les récepteurs de basse affinité

Peu de données sont disponibles sur les sites de fixation de basse affinité des FGFs, les
HSPG dans le sein. Chez ’homme comme chez le rat, il a été montré par des mesures de fixation
du 'I-FGF-2 1 1a surface cellulaire, que la présence des récepteurs de basse affinité est restreinte
aux cellules myoépithé€liales (Fernig et al, 1990; Ke et al, 1993). De plus, chez le rat, leur présence
n’est pas corrélée a un phénotype malin des cellules mammaires épithéliales, contrairement & celle
des FGFRs (Fernig et al, 1993). Peu de travaux ont examiné P’expression individuelle dans le

cancer du sein de chacun de trois types d’HSPG reconnus pour fixer le FGF-2 (les syndecans,
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glypicans et perlecan). Stanley et al. (1999) ont noté une accumulation de syndecan-1 dans le
stroma tumoral pouvant expliquer une angiogenése accrue notamment en facilitant 1’action du
FGF-2, et une prolifération des cellules du stroma caractéristique des carcinomes mammaires
infiltrants. Mais dans les cellules épithéliales de tumeurs mammaires, la diminution d’expression
du syndecan-1 observée peut étre corrélée a l’augmentation de la malignité et au caractere
transformant des cellules, en accord avec la participation du syndecan-1 dans la maintenance de la
morphologie épithéliale des cellules (Stanley et al, 1999). Cette perte d’expression semble
participer 2 la réduction de I’adhésion cellulaire et par conséquent, a 1’augmentation du potentiel
invasif des cellules (revue dans Inki et Jalkanen, 1996). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus dans des tumeurs d’origines différentes comme le colon (Jayson et al, 1999) et les
mésothéliomes (Kumar-Singh et al, 1998) et avec une étude in vitro montrant que la transformation
de cellules épithéliales mammaires de souris par I’oncogéne Ha-ras est associée également a2 une

forte réduction de I’expression du syndecan-1 (Kirjavainen et al, 1993).

I1.2.2/ Les récepteurs de haute affinité
11.2.2.1/ Dans la glande mammaire normale

Dans le sein normal humain, les FGFRs sont exprimés dans les cellules épithéliales et a un
moindre niveau dans les cellules myoépithéliales (Coope et al, 1997; Blanckaert et al, 1998). Au
contraire, chez le rat, les récepteurs sont plus nombreux dans les cellules fibroblastiques et
myoépithéliales (Fernig et al, 1990). De plus, une augmentation des récepteurs de haute affinité a
été€ observée au cours de 1’évolution de cellules €pithéliales de rat vers un phénotype malin (Fernig
et al, 1993). Par ailleurs, I’utilisation d’un dominant kinasique négatif des FGFR1 ou R2 exprimés
dans I’épithélium mammaire de souris transgéniques montre que la signalisation du FGF est
requise pour le développement lobuloalvéolaire de la glande mammaire durant la grossesse

(Jackson et al, 1997).
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I1.2.2.2/ Dans les tumeurs mammaires

Les geénes codant pour les FGFR1, R2 et R4 sont amplifiés dans environ 10% des cancers
du sein (Adnane et al, 1991; Theillet et al, 1993; Jaakola et al, 1993; Jacquemier et al, 1994). Par
ailleurs, une co-amplification des régions 8p12 portant le géne fIg/FGFR1 et 11q13 portant les
genes int2/[FGF-3 et hstl/FGF-4, a été trouvée dans plus de 30% des tumeurs (Adnane et al, 1991;
Theillet et al, 1993). Globalement, il semble que les transcrits des FGFR1 et R4 prédominent et
sont surexprimés dans environ 10% des cancers mammaires. Par contre, le FGFR2 est présent en
faible quantité et le FGFR3 n’est pas détecté¢ (Lugmani et al, 1992; Penault-Llorca et al, 1995).
D’autres études relatent une expression des FGFR1, R2 et R4 comparable dans les tissus normaux
et cancéreux (Theillet et al, 1993, Coope et al, 1997; Bansal et al, 1997; Marsh et al, 1999). En ce

qui concerne le FGFR1, I’expression de I'isoforme 8 & deux boucles Ig est plus importante dans

les biopsies tumorales que celle a trois boucles Ig (FGFR1a) (Penault-Llorca et al, 1995).

D’autres différences dans les isoformes du FGFR1 ont été détectées. En effet, Yiangou et al.
(1997b) ont montré par western-blot 1’existence de deux formes du FGFR1 : une forme complete
de 115 kDa, et une forme de 106 kDa tronquée en C-terminal a laquelle il manque le site de
tyrosine phosphorylation en position 766. Alors que les cellules épithéliales normales possédent
les 2 formes, seule la forme de 115 kDa est détectée dans les cellules épithéliales malignes,
suggérant un lien entre la perte du FGFR1 de 106 kDa et la progression vers un phénotype malin.
Ainsi, des altérations structurales et des variations dans 1’épissage alternatif des exons semblent
jouer un rdle important dans la tumorigenése mammaire, méme si leur r6le exact doit €tre encore
défini.

Des études sur 'impact de la valeur pronostique du FGFR1 ont été réalisées. Elles ont
montré que I’amplification et la surexpression des transcrits et de la protéine du FGFR1 sont
corrélées positivement avec les niveaux de récepteurs hormonaux et a une tendance positive pour
les tumeurs de petite taille et d’un grade peu avancé. De plus, une surexpression de la protéine est
associée a une survie globale ou sans rechute plus longue (Lugmani et al, 1992; Theillet et al,
1993; Blanckaert et al, 1998). Au vu des résultats précédents, il peut paraitre contradictoire que les
turneurs les moins aggressives aient plus de récepteurs de haute affinité. On peut toutefois
supposer que des cellules tumorales qui expriment suffisamment de FGFR sont encore capables de

contrdler la croissance induite par un faible niveau de FGF-2. Ainsi, un haut niveau de FGFR1 et



MCF-7 T47D MDA-MB- HBL-100
231
FGFR1 +/- ++ +++ +++
FGFR2 ++ ++ +/- -
FGFR3 + + +/- -[++*
FGFR4 + ++ ++ +

* FGFR3 IIIb versus IIIc (Jonhson et al, 1998)

Tableau 5 : Expression des FGFR1, R2, R3 et R4 dans trois lignées cellulaires de cancer du sein
(MCF-7, T47D, et MDA-MB-231) et une lignée de cellules mammaires
immortalisées (HBL-100).
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un faible niveau de FGF-2 dans les tumeurs mammaires humaines sont clairement associés a un
meilleur pronostic, ce qui souligne un rdle précoce pour le FGF-2 et ses récepteurs dans la

cancérisation des cellules épithéliales du sein.

11.2.2.3/ Dans les lignées cellulaires mammaires
Le tableau 5 résume 1’expression des quatre FGFRs dans les principales lignées cellulaires
mammaires utilisées. Il a ét€ montré par RT-PCR ou par protection a la RNase que le FGFR1 est

plus exprimé dans les cellules T47D, MDA-MB-231 et HBL-100 que dans les MCF-7. De plus,

toutes ces lignées expriment davantage la forme 8 du FGFR1 que la forme o (Lugmani et al, 1992;

McLeskey et al, 1994). Les celiules MCE-7 et T47D expriment fortement le FGFR2, alors qu’il
n’est pas ou tres peu détecté dans les MDA-MB-231 et HBL-100 (Lugmani et al, 1992; McLeskey
et al, 1994; Penault-Llorca et al, 1995). Quant au FGFR3, il est exprimé & un haut niveau dans les
HBL-100 et dans les T47D, mais sa présence dans les autres lignées cancéreuses est tres faible,
voire indécelable (McLeskey et al, 1994; Johnson et al, 1999; Chandler et al, 1999). Enfin,
I’expression du FGFR4 est plus importante dans les lignées MDA-MB-231 et T47D que dans les
MCF-7 et les HBL-100 (McLeskey et al, 1994; Penault-Llorca et al, 1995; Johnston et al, 1995).
L’analyse de 1’expression des récepteurs dans la lignée cancéreuse MDA-MB-134, qui possedent
les récepteurs aux oestrogenes, indique une amplification du gene FGFR1 et une surexpression de
ce récepteur, alors que le FGFR4 est lui aussi trés abondant mais sans amplification génique. Les
mémes auteurs ont montré une inhibition de la prolifération de ces cellules par le FGF-2 et ont
suggéré que la surexpression du FGFR1 est responsable de cette inhibition (McLeskey et al,

1994).

En conclusion, aucune corrélation ne peut clairement &tre établie entre le niveau
d’expression des récepteurs et la réponse au FGF-2, bien que les lignées cellulaires étudi€es
expriment les quatre FGFRs a des niveaux variables. Cependant, ’ensemble de ces résultats
souligne un rdle potentiel important des récepteurs de haute affinité dans ’action paracrine et
autocrine du FGF-2 et des autres membres de la famille des FGFs sur les cellules épithéliales de

cancer du sein.



CHAPITRE 3
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L’ANALYSE PROTEOMIQUE

I- POURQUOI L’ANALYSE PROTEOMIQUE ?

La génomique structurale qui consiste & séquencer systématiquement le génome d’un
organisme donné a pris une importance capitale ces dernieres années et engendre une somme
croissante d’informations sur les séquences codantes, auxquelles s’ajoutent les données
quantitatives portant sur [’expression des ARN messagers (ARNm) encore appelée
transcriptomique. Le séquengage du génome humain est en passe de devenir complet d’ici 2003 et
I’exploitation de cette mine d’or de connaissances, tant pour la compréhension de maladies que
pour leur traitement, fait I’objet de nombreuses discussions a I’échelle mondiale, notamment sur la
question de la brevetabilit¢ du génome humain, c’est-a dire de la vie humaine. Cependant, aussi
puissantes soient les données issues de la recherche en génomique, “la réalité cellulaire est plus
élaborée que les réves du noyau lui-méme ” (Anderson et Anderson, 1998). En effet, ’étude du
génome comporte des limites. Elle ne permet pas a elle seule de saisir toute la complexit€ du
fonctionnement cellulaire car plusieurs informations fondamentales pour la compréhension des
systemes biologiques échappent totalement & son champ d’investigation. Nous avancerons trois
points principaux :

- Un méme génome peut conduire & 1’expression de différents ensembles de protéines, en fonction
des étapes du cycle cellulaire ou de la différenciation, des réponses a des signaux biologiques ou
physiques, ou encore, de 1’état physiopathologique de la cellule. L’étude de 1’ensemble des
protéines permet de répercuter ces éveénements cellulaires tant au niveau traductionnel que post-
traductionnel.

- Le niveau d’expression des ARNm ne reflete pas forcément le niveau d’expression des protéines,
c’est-a dire des molécules fonctionnelles. Une protéine ne peut €tre synthétis€ée sans que son

ARNm ne soit présent, mais on peut trouver une protéine dans une cellule alors que son ARNm
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n’est plus présent, et inversement, une grande quantité d’ARNm peut étre transcrite sans que la
protéine ne soit pour autant traduite. Il existe aussi des ARNm muets qui eux, ne sont pas traduits.
- Les protéines peuvent subir de nombreuses modifications qui ne sont pas nécessairement
identifiables a partir de la seule séquence de leur gene. Beaucoup de ces molécules ne parviennent a
leur forme biologiquement active qu’au terme de différentes étapes de maturation co- et post-
traductionnelles, telles que la protéolyse, la glycosylation, la phosphorylation, [’acétylation,
I’isoprénylation,... L’état de modifications de ’ensemble des protéines constitue en lui-méme une
source essentielle d’informations sur I’état d’un systéme biologique donné. En outre, seule 1’étude
directe des protéines permet d’étudier ces modifications, ’ajout ou 1’élimination de groupements
chimiques sur la chaine polypeptidique constituant par exemple, un signal de localisation dans un

compartiment cellulaire précis.

Ii apparait donc clairement que la compréhension globale de systémes biologiques nécessite
deux approches qui sont indispensables et complémentaires (Figure 14) : I’étude du génome et du
protéome. Le terme “protéome”, proposé€ en 1995, désigne ’ensemble des produits fonctionnels
exprimés par le génome d’une cellule, d’un tissu, ou d’un organe donné, a2 un moment donné. Il a
permis ’émergence d’un nouveau concept dynamique et ambitieux, ’analyse protéomique.
Anderson et Anderson ont défini 1’analyse protéomique comme * ! utilisation de la quantification
au niveau protéique comme mesure objective de I’ expression génique caractérisant un processus
biologique donné et comme moyen de décodage des mécanismes controlant cette expression
(1998). Autrement dit, un organisme n’a qu’un génome, alors qu’il posséde plusieurs protéomes.
L’analyse protéomique constitue donc une description dynamique de la régulation des genes, et
trouve deux champs d’applications larges : d’une part, I’exploration et la cartographie de la
machinerie cellulaire, ¢’est-a dire I’inventaire des protéines, la détermination de leur localisation
intracellulaire et des interactions protéine-protéine (Blackstock et Weir, 1999); et d’autre part, la

connaissance des niveaux d’expression des protéines et de I'impact d’évenements perturbateurs

tels que la maladie, un traitement médicamenteux ou 1’environnement.
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II- PRINCIPE

Les applications de 1’analyse protéomique reposent sur une méthodologie résumée dans la
figure 15, couplant I’électrophorese bidimensionnelle (2D) hautement résolutive et I’analyse en
spectrométric de masse. Une premiere étape de séparation des protéines par é€lectrophorése
bidimensionnelle (2D) associ€e & l’analyse informatisée des gels permet de visualiser et de
quantifier des variations de 1’expression de protéines entre différents échantillons. L’identification
des protéines d’intérét comprend 1’analyse en spectrométrie de masse (MS) des peptides issus de la
digestion enzymatique des protéines a identifier, suivie de la comparaison de ’ensemble des
masses des peptides obtenues (“empreinte peptidique”) sur le spectre de masse avec les
informations contenues dans les banques de données protéiques ou génomiques.

Dans ce premier paragraphe, nous allons décrire les technologies utilisées lors de 1’analyse
protéomique : I’électrophorese bidimensionnelle, I’analyse informatisée des gels et la spectrométrie

de masse en mode MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time of Flight) et

en tandem (MS-MS) en mode électrospray.

I1.1/ Séparation des protéines par électrophorese bidimensionnelle

I1.1.1/ Isoélectrofocalisation (IEF)

L’électrophorese bidimensionnelle est réellement la méthode de choix pour séparer les
protéines puisqu’elle est capable de séparer simultanément plusieurs milliers de polypeptides d’un
mélange complexe en fonction de deux propriétés distinctes de ces molécules : leur charge et leur
masse moléculaire (revue dans Damerval et al, 1993). Dans un premier temps, les protéines sont
soumises a une électrophorese dans un gel présentant un gradient de pH continu. Au cours de cette
étape appelée isoélectrofocalisation (IEF), les protéines migrent dans le gel jusqu’a une position ou
la valeur du pH est égale a celle de leur point isoélectrique (pI) auquel la charge globale de la
protéine est nulle. Cette premicre séparation est délicate et dépend beaucoup de la préparation des
échantillons biologiques. Cette derniére doit permettre la solubilisation maximale des protéines et
empécher leur agrégation tout en évitant leur dégradation. Elle fait ’objet de travaux de recherche
constants, notamment par I’équipe de T. Rabilloud du CEA de Grenoble (Rabilloud et al, 1997;

Chevallet et al, 1998). Les techniques d’IEF ont ét¢ considérablement améliorées ces derniéres
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années en vue d’une meilleure reproductibilité et d’un meilleur recouvrement de I’échelle des pH.
En particulier, la technique de 1’électrophoreése en gradient de pH immobilisé pour la premiére
dimension, ou IPG présente de nombreux atouts comme une capacité de chargement en protéines
10 fois plus importante qu’une IEF classique et la possibilité de réaliser des gradients de pH étalés

sur seulement 1 & 2 unités de pH (revue dans Gorg et al, 2000).

I1.1.2/ SDS-PAGE

La deuxieme dimension ou SDS-PAGE (Sodium-Dodécyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) est réalisée dans un gel réticulé constitué de polyacrylamide en présence d’un
dénaturant, le Sodium-Dodécyl Sulfate (SDS). Ce dernier, chargé négativement, interagit avec les
protéines, les déplie et leur confére une méme densité de charge. La charge négative globale des
protéines entourées de SDS devient alors proportionnelle a leur masse, indépendamment de leur
propre charge initiale. Grice a la réticulation plus ou moins importante du gel de polyacrylamide,
les protéines sont séparées en fonction de leur taille par tamisage moléculaire, leur vitesse de
migration dans le gel étant inversement corrélée a leur taille. Comme pour I’'IEF, plus le gel de
deuxie¢me dimension est grand, plus la résolution, et donc le nombre de spots séparés augmentent.
Des gels de 20 x 20 cm, voire plus grands, sont aujourd’hui couramment utilisés, et I’utilisation de
I’acrylamide chimiquement modifi€ par des résines permet d’augmenter la résistance des gels,

facilitant ainsi leur manipulation.

I1.1.3/ Détection des protéines par coloration des gels 2D

La derniere étape est la détection des tiches de protéines, ou spots, par coloration des gels.
Plusieurs procédés de sensibilité différente existent et sont choisis en fonction de 1’utilisation
ultérieure des gels 2D :
- Le bleu de coomassie (R250) permet de détecter dés 100 ng de protéine par spot et présente
I’avantage de donner une intensité de coloration proportionnelle a la quantité de protéines dans le

spot.
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- La coloration négative au Zinc-Imidazole présente une sensibilit€¢ au moins égale au bleu de
coomassie et a I’avantage d’€tre réversible.

- La coloration au nitrate d’argent est jusqu’a 1000 fois plus sensible que le bleu de coomassie (dés
0,1 ng par spot) et permet la révélation du maximum de protéines sur un gel. Mais elle présente
certains inconvénients : la stoechiométrie de la coloration n’est pas totalement linéaire et certaines
protéines se colorent trés mal, voire pas du tout avec cette méthode. De plus, la reproductibilité de
la coloration est difficile a obtenir. Comme la quantité de protéine dans un spot coloré€ & 1’argent est
nettement moindre que dans un spot coloré au bleu de coomassie, une étape supplémentaire de
réduction et d’alkylation est souvent réalisée avant la protéolyse par la trypsine. Ceci permet de
dérouler davantage la protéine afin de présenter un plus grand nombre de sites de coupure a
I’enzyme.

- La fluorescence est une méthode plus récente, dont la sensibilité est 1€gérement inférieure a celle
de ’argent (1-2 ng par spot) et la linéarit€ de 1’intensit€ de coloration équivalente, mais qui est plus
reproductible, plus facile et plus rapide que la coloration au nitrate d’argent (revue dans Rabilloud
et Charmont, 2000). Néanmoins son utilisation se révele €tre tres coliteuse. Différentes approches
sont possibles. On peut marquer les protéines avant l’électrophorése (dérivation pré-
électrophorétique) avec une molécule fluorescente telle que le 2-methoxy-2,4-diphenyl-3(2H)
furanone (MDPF). L’inconvénient de ce composé est qu’il réagit avec les groupes NH, des acides
aminés basiques et de ce fait, il modifie la charge de la protéine et donc, sa migration. Pour pallier
ce probleme, on peut marquer les protéines avec le MDPF aprés I'IEF, avant la deuxi¢éme
dimension. Une demniere possibilité consiste a révéler les gels 2D avec un composé fluorescent
post-€lectrophorétique comme le SYPRO Orange, le SYPRO Red, ou le SYPRO Ruby (Steinberg
etal, 1996). La coloration avec ses molécules se fait en une seule étape, et comme elle est basée
sur des liaisons non-covalentes, elle est réversible et compatible avec un transfert des gels sur
membrane ou une analyse ultérieure des spots par spectrométrie de masse.

- L’ autoradiographie des gels aprés incorporation dans les protéines d’isotopes radioactifs comme
le *S ou le ¥P/*’P est extrémement sensible. En effet, elle permet de visualiser des quantités trés
faibles de protéines (de I’ordre de 1 a 100 pg). Cependant, cette méthode de détection n’est pas ou
peu compatible avec 1’analyse en spectrométrie de masse. De plus, le marquage avec des composés

radioactifs ne rend pas compte de la quantification réelle des protéines dans la cellule. En effet, il
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existe des protéines qui ne contiennent pas (environ 14% des protéines totales) ou tres peu de
résidu Cystéine dans leur séquence, alors que d’autres en contiennent beaucoup, ce qui entraine

respectivement une sous- ou une sur-représentation de ces protéines.

I1.2/ Analyse informatisée des gels 2D

Depuis les débuts de I’€lectrophorese 2D, la méthode d’analyse des gels a €volué grace aux
progres combinés de I'informatique et de I’analyse d’image. La premicre €tape de 1’analyse est la
digitalisation des gels, c’est-a-dire, la transformation de I'image expérimentale en une information
numérique utilisable par I’ordinateur. Plusieurs types d’appareils permettent de réaliser cette
acquisition d’image : scanners, caméras, densitometres lasers, phospho- ou fluoro-imageurs. Ces
outils découpent I’image en pixels et déterminent la différence de tons entre chacun d’eux. IIs
reproduisent l’intensité, le périmetre, I’aire et ’orientation des tiches protéiques. Dans un
deuxiéme temps, les images obtenues sont analysées informatiquement. Pour cela, divers logiciels
(Mélanie 11, Bio-Image, PDQuest, ...) qui permettent d’éliminer le bruit de fond, les artefacts de
migration et de comparer I’intensité des tiches résolues (ou spots) ont été développés. La détection
des protéines présentes sur un gel n’a en elle-méme que peu d’intérét. Les informations pertinentes
sont tirfes de la comparaison des tiches provenant des gels de différentes situations
expérimentales. Toute la difficulté repose donc sur la capacité de comparer les tiches de mé€me
origine d’un gel a ’autre. Durant ces derni¢res années, des progres considérables apportés sur les
logiciels d’analyse d’image combinés a une meilleure reproductibilité des gels 2D ont facilité ce
processus de comparaison et ’ont rendu beaucoup plus fiable. En pratique, le traitement d’une
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série de gels provenant d’'un méme échantillon définit un gel de référence appelé “master gel”.
C’est a cette image obtenue que seront comparés les gels des autres échantillons. Le logiciel permet
une analyse quantitative de I’expression des protéines. Pour pallier la difficulté de charger des
quantités de protéines identiques d’une manipulation a une autre, I’'intensité attribuée a chaque

tAche protéique peut €tre exprimée en intensité relative (ppm, partie par milliers, ou pourcentage) de

ce spot par rapport a 1’ensemble des spots détectés sur le gel.
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Ainsi, 1’électrophorése bidimensionnelle apparue dés le milieu des années 1970 (O’Farrell
et al, 1975) a ét€ et est encore aujourd’hui constamment améliorée, et ce, a différents niveaux
(préparations des échantillons, méthodes de séparation et de détection des protéines, analyse

d’images,...). Elle reste & ce jour la technologie de prédilection pour 1’étude du protéome.

I1.3/ Identification des proteines présentes dans les gels 2D : Analyse par
spectrométrie de masse.

L’identification des protéines séparées sur les gels 2D a longtemps constitué un probléme
technique délicat. Si on recherchait une protéine connue, on pouvait jusqu’alors faire des
expériences de comigration avec la protéine purifi€e, ou encore réaliser des immunodétections
apres transfert des protéines sur membrane, cette méthode restant limitée par les difficultés 2
obtenir des anticorps spécifiques. Dans le cas d’une protéine inconnue, il est possible de la
soumettre au séquengage N-terminal d’Edman, avec toutefois des inconvénients majeurs pour cette
technique : Prés de trois quart des protéines ont leur extrémité N-terminale bloquée, rendant
impossible le s€quencage N-terminal de la protéine. En outre, cette technique requiere des quantités
relativement importantes de la protéine a identifier (de 1’ordre de 5-10 pmol) et la vitesse de
séquencage est lente (un acide aminé séquencé toutes les 40 minutes environ).

L’avancée majeure en terme de possibilité d’identification des protéines date de 1993-1994
et correspond a I'utilisation conjointe de la spectrométric de masse et des bases de données. En
s’adaptant a la biologie structurale, la spectrométrie de masse a permis de réduire considérablement
les quantités de protéines nécessaires a I’identification (revue dans Matsuo et Seyama, 2000). Cette
technique permet de déterminer avec une sensibilité¢ et une précision extrémes la masse des
molécules. Tres succintement, un spectrometre de masse s€ COmpose :

- d’une source ot s’effectuent 1’ionisation et la désorption des ions,

- d’un analyseur ou les ions sont séparés en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z),

- et d’un détecteur permettant 1’enregistrement et la quantification des ions.

Pour I’étude des composés peptidiques, deux modes d’ionisation sont principalement utilisés : la

désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) et I’ionisation par électrospray. Nous
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allons dans la suite de ce paragraphe exposer brievement les principes des techniques d’ionisation

utilisées dans cette theése (MALDI et ESI) et de la spectrométrie de masse en tandem.

I1.3.1/ La spectrométrie de masse MALDI-TOF

Le principe, schématisé dans la figure 16, est d’irradier par un faisceau laser (337 nm) les
molécules d’un échantillon co-cristallisées dans une matrice a la surface d’une cible. L’énergie
absorbée par le mélange va induire la désorption de cette phase solide en phase gazeuse, dans
laquelle vont avoir lieu des transferts électroniques et protoniques, conduisant a la formation d’ions
positifs et négatifs. Apres accélération des ions sous une différence de potentiel (V), ils sont
séparés en fonction de leur temps de vol (“time of flight”) dans I’analyseur : & énergie cinétique
constante, la vélocité des ions est inversement proportionnelle & leur masse, c¢’est-a-dire que les
ions les plus légers seront accélérés davantage que les ions plus lourds, et seront par conséquent
détectés les premiers. Cette méthode spectrométrique posséde de nombreux avantages tels que sa

facilité d’utilisation, sa rapidité d’acquisition des spectres, sa tolérance vis-a-vis des détergents et
des sels, et surtout sa haute sensibilité (< 1pmol), qui en font une méthode de choix pour I’étude

du protéome.

I1.3.2/ L’ionisation en mode électrospray (ou nanospray)

Le phénomene d’électrospray est réalisé en appliquant un fort champ électrique (10° V/m) a
un fin tube capillaire dans lequel s’écoule une solution (contenant le composé a analyser) & un
faible débit (1-15 pl/min). Comme le montre la figure 17, sous 'action du champ électrique trés
intense appliqué a la pointe du capillaire, le liquide est polaris€ et il y a séparation des charges
positives et négatives. L.’accumulation de charges provoque une déstabilisation de la surface du
liquide, qui prend alors la forme d’un cone. C’est a partir de celui-ci que les goutellettes chargées
sont émises. Au cours du trajet dans la source d’ionisation, sous P'influence du flux d’azote, le
solvant contenu dans les gouttelettes va s’évaporer progressivement et va provoquer une
diminution de la taille des gouttelettes, jusqu’a ce que les forces de répulsion provoquent leur

explosion en microgouttelettes. Ce processus se déroule plusieurs fois, jusqu’a la formation d’ions
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désolvatés et multichargés, qui seront séparés et analysés dans le spectrometre de masse sous

forme d’ions M+H".

I1.3.3/ La spectrométrie de masse en tandem (MS-MS)

La spectrométrie de masse en tandem a pour but d’étudier la structure d’une molécule a
partir de 1’analyse des fragrﬁents de celle-ci générés par collision avec des molécules de gaz neutre.
Le principe résumé dans la figure 18 est le suivant : un ion de rapport m/z détermin€ est sélectionné
dans le premier spectrometre de masse (quadripdle Q1), puis il est fragmenté dans une chambre de
collision (quadripdle q) par impact avec des molécules de gaz inerte, générant ainsi des ions fils
analysés au niveau du dernier spectromeétre de masse (quadripdle Q2). La lecture de la séquence
peptidique issue du spectre MS-MS repose sur la différence de masse observée entre deux ions de
méme série, cette différence étant propre a chaque acide aminé. L’utilisation de la MS-MS permet
ainsi de générer de courtes séquences peptidiques qui complémentent les informations du spectre

de masse MALDI et contribuent a I’identification sans ambiguité des protéines analysées.

I1.3.4/ Identification des protéines par spectrométrie de masse : I’empreinte
peptidique

Cette technique a ét€ décrite en 1993 par différents groupes de recherche (Henzel et al,
1993; James et al, 1993; Mann et al, 1993). Le principe de I’analyse protéomique est représenté
dans la figure 15. Dans une premicre étape, les protéines séparées par électrophorése
bidimensionnelle sont digérées soit directement dans le gel soit aprés transfert sur une membrane,
par une enzyme ou un composé chimique qui coupe spécifiquement apres certains acides aminés.
La trypsine, qui coupe en C-terminal d’un résidu lysine ou arginine, est la plus souvent utilisée.
Les masses des peptides obtenus apres digestion de la protéine sont mesurées par MALDI-TOF, et
I’ensemble de ces masses constitue I’empreinte peptidique de la protéine. Ce terme est employé par
analogie a I’empreinte digitale qui est unique et spécifique d’un seul individu. De méme, chaque
protéine possede une empreinte peptidique qui lui est propre du fait de 1’enchainement particulier

des acides aminés qui lui confére, pour une méthode de digestion donnée, une combinaison unique
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de masses peptidiques. Cette empreinte peptidique est comparée aux empreintes peptidiques
contenues dans les banques de données et issues de la digestion enzymatique théorique des
protéines ou des ADN complémentaires correspondants qui sont répertoriés respectivement dans
les banques de données protéiques et génomiques. L’identification de la protéine est fondée sur la
reconnaissance d’un nombre maximal de peptides issus de I’empreinte peptidique avec le candidat
proposé. Lorsque plusieurs candidats sont proposé€s, les données du spectre MALDI-TOF sont
alors enrichies par les parametres physico-chimiques de la protéine recherchée (MM et pl)
déterminés par 1’électrophoreése bidimensionnelle, et éventuellement par la séquence peptidique
déduite du spectre de masse MS-MS. Ce dernier élément devient cependant nécessaire lorsque la
protéine a identifier n’est pas encore enregistrée dans les banques de données protéiques. La
recherche d’un candidat dans les banques de données génomiques est alors basée sur les séquences
d’ADN complémentaire déduites des séquences peptidiques obtenues par MS-MS. Ainsi, comme
nous 1’avons déja souligné (figure 14), les avancées dans le décryptage du génome de différents
organismes ont ét€ fondamentales pour le développement et ’émergence de 1’analyse protéomique

en contribuant a la richesse des banques de données.

Le véritable défi de la spectrométrie de masse repose désormais en partie, sur 1’élaboration
de programmes bioinformatiques encore plus efficaces pour tirer au mieux parti des informations
contenues dans les spectres de masse et permettre de leur corréler rapidement et avec la fiabilité
statistique nécessaire, le contenu de diverses banques de données. De plus, le développement de la
robotisation et de ’automatisation progressives des étapes concernant 1’excision du spot et la
protéolyse, jusqu’a I’analyse en spectrométric de masse et la recherche dans les banques de
données, permet de réduire les risques de contamination et les variations dues a la préparation
manuelle des échantillons, et d’augmenter considérablement le nombre d’échantillons analysables

par jour.

I1.4/ Limites de 1’analyse protéomique
Alors qu’on estime la taille du génome & plusieurs dizaines de milliers de génes, il est

difficile de prédire celle du protéome a cause des phénomeénes d’épissages alternatifs et des
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modifications post-traductionnelles qui font qu’un seul géne conduit & plusieurs protéines. I est
donc difficile de prétendre qu’un seul gel 2D puisse contenir le protéome entier du type cellulaire
ou du tissu analys€. Une raison biologique est que les geénes ne sont jamais exprimés tous €n
méme temps, a un instant donné. A cela, s’ajoutent des raisons techniques concernant en
particulier les protéines membranaires et les protéines trés basiques. Plusieurs travaux ont montré
la difficulté d’extraction et de solubilisation des prot€ines membranaires qui sont relativement
hydrophobes. Pour pallier ce probleme, des combinaisons de nouveaux agents chaotropiques et
détergents sont utilisés (revue dans Santoni et al, 2000). Quant aux protéines treés basiques, telles
que les histones et les protéines ribosomales, elles ne sont pas/peu visibles sur un gel 2D apres une
IEF classique, mais on peut les détecter aprés une NEPHGE (non-equilibrium pH gradient
electrophoresis), technique de premiere dimension pendant laquelle la migration des protéines est
arrétée quelques heures avant que 1’équilibre ne soit atteint. Mais cette technique est délicate, moins
résolutive qu’une IEF classique et difficilement reproductible. La véritable révolution
technologique vient des électrophoréses en gradient de pH immobilis€é (IPG) dont le
développement s’est accompagné de progres considérables dans le domaine de la résolution des
protéines basiques. En effet elle couvre la gamme de pH de 3,5 & 10 et permet de réaliser des

gradients étalés sur seulement 1 a 2 unités de pH (revue dans Gorg et al, 2000).

L’étude du protéome complet se heurte également aux protéines trés faiblement exprimées,
qui souvent, constituent des protéines d’intérét en pharmacotoxicologie. L’analyse protéomique ne
dispose pas de moyen d’amplification équivalent a la technique de PCR (“Polymerase Chain
Reaction”) pour I’analyse génomique, mais d’autres moyens peuvent venir a bout de ce probleme
majeur. Ainsi, des étapes de fractionnement cellulaire et/ou d’enrichissement sélectif (anticorps,
colonne d’affinité€) peuvent améliorer la sensibilité des protéines faiblement exprimées. De plus, la
aussi I’IPG peut apporter une amélioration. En effet, les gels de premiere dimension détiennent une
capacité de chargement en protéines dix fois plus importante qu’un gel d’IEF classique, permettant
ainsi de détecter des protéines traduites en un treés faible nombre de copies. Désormais, pour un
méme échantillon, en réalisant les “proteomic contigs”, c’est-a-dire plusieurs gels 2D de gradients
de pH restreints et chevauchants pour obtenir une gamme de pH maximale et éclatée (Gorg et al,

1999), et de réticulations différentes pour balayer un maximum de masses moléculaires, on
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augmente significativement la fraction visible du prottome étudié. Parallélement a ces
améliorations, les avancées considérables dans la sensibilité des spectrometres de masse (de 1’ordre
de la femtomole) permettent aussi de diminuer le niveau de détection pour les protéines faiblement

exprimées.

III- APPLICATIONS DE L’ANALYSE PROTEOMIQUE

III.1/ En biologie

Les avancés de 1’analyse protéomique ont porté dans un premier temps sur des organismes
simples, principalement des procaryotes qui comportent un nombre restreint de protéines et de
modifications post-traductionnelles. La connaissance des protéomes des virus (revue dans Thomas
et al, 2000), des mycoplasmes (Wasinger et al, 2000), ou des bactéries comme Escherichia coli
(Link et al, 1997; Tonella et al, 1998), Bacillus subtilis (Antelmann et al, 1997), Haemophilus
influenzae (Langen et al, 2000) ou des mycobactéries (Jungblut et al, 1999) est maintenant bien
avancée et permet la construction de banques de données de plus en plus complétes. Ces cartes
protéomiques servent de base a des €tudes biologiques portant sur les effets que peuvent entrainer
I’environnement ou le stress sur le protéome de ces microorganismes. Chez les eucaryotes, les
protéines sont trés souvent modifi€ées par des clivages N- ou C-terminaux, et/ou par de
nombreuses modifications post-traductionnelles. L’étude de leur protéome conduit donc a analyser
un nombre beaucoup plus important de protéines qu’il y a de génes dans leur génome. Parce que le
génome de la levure Saccharomyces cerevisiae a ét€ le premier génome entierement séquencé, cet
organisme a fait I’objet de nombreuses études protéomiques (Shevchenko et al, 1996; Futcher et
al, 1999). Ces derni¢res peuvent d’ailleurs servir a I’étude des protéomes humains, puisqu’il a été
estimé qu’un cinquieme des génes reconnus comme responsables de maladies chez ’homme a un

homologue chez la levure (Richards et al, 1997).

Les applications de l’analyse protéomique en biologie sont multiples et variées, mais
nécessitent une €tape préalable de mise au point. Des phénomenes biologiques complexes, tels que

la progression du cycle cellulaire ou I’apoptose, sont contrdlés par 1’action concertée de plusieurs
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protéines qui agissent en complexe multimérique fonctionnel qui évolue au cours du processus.
Pour mieux comprendre les détails moléculaires de la machinerie cellulaire, il est donc important
d’identifier ces protéines participant a 1a formation de ces divers complexes, identification possible
par analyse protéomique (revue dans Link et al, 1999). Pour cela, I'immunoprécipitation d’une des
protéines du complexe est réalisée sur le lysat cellulaire total dans des conditions non dénaturantes.
Les sous-unités du complexe sont ensuite séparées par €lectrophorése 2D et identifiées par
spectrométrie de masse (Shevchenko et al, 1996). Cette technique a déja permis de caractériser des
protéines peu abondantes dans le complexe mais fonctionnellement importantes. Par exemple, le
splicesosome, complexe multi-protéique responsable de I’excision des introns sur les ARNm est
composé chez la levure d’au moins vingt protéines dont la plupart ont été identifiées grace aux
séquences peptidiques obtenues par séquencage en MS-MS en mode électrospray (Neubauer et al,
1997). L’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem a également permis d’identifier chez la
levure cinq nouvelles protéines purifiées en quantité inférieure au nanogramme, et qui font partie
du complexe promoteur de ’anaphase (APC, Anaphase-Promoting Complex) responsable de la
transition métaphase-anaphase chez la levure (Zachariae et al, 1998).

Outre la caractérisation d’un complexe multimérique, le couplage 2DE/SM trouve d’autres
applications en biologie cellulaire. I1 peut permettre de localiser précisément des sites de
phosphorylation, comme cela a été réalisé pour la B-caséine (Neubauer et Mann, 1999) ou pour le
domaine catalytique de la protéine kinase Src de poulet (Weijland et al, 1996). Une autre étude plus
récente utilisant la spectrométrie de masse nanospray a montré que la protéine tau qui devient
hyperphosphorylée dans la maladie d’ Alzheimer, posséde plusieurs sites de phosphorylation qui
sont reconnus distinctement par différents membres de la famille des MAPK (Reynolds et al,
2000). Par ailleurs, I’analyse protéomique se révele €tre une méthode puissante pour 1’étude des
voies de signalisation. Ainsi, de nouvelles prot€ines impliquées dans I’activation de NF-kappaB
(Mercurio et al, 1997) ou dans I’apoptose induite par Fas (Muzio et al, 1996), ont pu étre
caractérisées apres analyse par spectrométrie de masse. En outre, deés le début des années 1990,
certains auteurs avaient déja utilisé I’électrophorese 2D comme technologie centrale pour 1’étude de
I’action de facteurs stimulant la croissance cellulaire, comme I’insuline, I’EGF, le FGF-1, le FGF-
2 et le NGF, et notamment pour leurs effets sur la synthése (Loret et al, 1989; Hondermarck et al,

1994) ou la phosphorylation des protéines (Schwartz, 1993). Néanmoins, !’identit¢ de la majorité
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de ces protéines modifiées restait hypothétique. C’est grace au développement de 1’analyse
protéomique que I'identification des protéines régulées par des facteurs de croissance ou des
cytokines est désormais possible. Ainsi, trois protéines dont I’expression est supprimée par
I’action simultanée de I’interféron gamma et du Tumor Necrosis Factor (TNF) ont été caractérisées
dans les cellules de carcinome cervical (Matsui et al, 1997), et dans le cadre de la modulation de la
réponse immunitaire par I'interféron alpha dans les lymphocytes T, une nouvelle famille de
protéines apparentées a 1’ubiquitine a ét€ identifiée (Nyman et al, 2000). D’autre part, en
combinant I'immunodétection des protéines phosphorylées séparées par électrophorése
bidimensionnelle et I’identification par spectrométrie de masse, prés de 20 protéines phosphorylées
sur des résidus sérine ou tyrosine par le PDGF (Soskic et al, 1999) et 21 protéines tyrosine-
phosphorylées par le TNF-alpha apreés stimulation de fibroblastes murins (Yanagida et al, 2000)
ont ét¢ identifiées. De la méme maniére, en utilisant la spectrométriec de masse aprés séparation par
SDS-PAGE des protéines immunoprécipitées par un anticorps anti-phosphotyrosine, Pandey et al.
(2000) ont identifié 9 protéines de signalisation activées par I’EGF dans les fibroblastes NIH 3T3,
dont vav-2, un nouveau facteur d’échange de nucléotide guanosine.

Comme le montrent ces exemples, I’utilisation de 1’électrophoreése 2D couplée a la
spectrométrie de masse apres digestion enzymatique est promue a un bel avenir dans le domaine de

la recherche fondamentale en biologie.

II1.2/ En biomédecine
Les attentes principales de la médecine, qui de tout temps ont été améliorées, sont au

nombre de trois :

- le diagnostic du patient, ¢’est-a-dire la possibilité de pouvoir le classer dans une catégorie précise;
- le pronostic de la maladie, permettant de prédire en particulier 1’évolution de la maladie ou la
réponse a un traitement donné ;

- fournir au patient un traitement qui sera adapté et sélectif a sa maladie.

Or, sur I'ensemble des maladies connues, seules 2% sont monogéniques, le reste résultant
d’altérations multigéniques, notamment dans le développement d’un cancer, et dans tous les cas, le

phénotype final pouvant étre modulé par de nombreux autres facteurs. Du fait de la complexité des



Tissu Marqueurs potentiels (1) Références
colon calgranuline B + |JiHetal, 1997
Stulik et al, 1997
foie protéine apparentée a l’aldosef 4 |[Caoetal, 1998
réductase
neuroblastome Wimmer et al 1996
poumon Hirano T et al, 1995
maladie Patel VB et al, 1997
cardiovasculaire Armott et al, 1998
Maladies GFAPs (Ghal Fibrillary Acidic Johnston-Wilson et al, 2000
neuropsychiatriques | Protein), ubiquinone cytochrome
¢ reductase, carbonic anhydrasel,
fructose biphosphate aldolase, +/- |revue dans Rohlff, 2000
dihydropyriminase related
protein-2 (DRP-2).
facteur B du complément 4+ |[Unlu et al, 2000

Syndrome de Down, | DRP-2 (dérégulation de Lubec et al, 1999
Alzheimer Pexpression des  différentes
1soformes)
Maladies urologiques : revue dans Unwin et al,
1999
rein cytochrome ¢ réductase, NADH-| _ |Sarto et al, 1997

ubiquinone oxydo-réductase

prostate NDKA/nm23 gene suppresseur| - |Nelson et al, 2000
de métastases

vessie adipocyte-type fatty acid binding| _ [Celis etal, 1996
protein

Tableau 6 : Caractérisation de nouveaux marqueurs potentiels dans diverses pathologies par

analyse protéomique. (1) régulation dans la progression de la maladie.
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interactions entre 1’environnement, les génes et leurs produits, une approche complémentaire a
I’analyse génétique est devenue nécessaire en recherche clinique afin de mieux comprendre les
régulations ou les dérégulations responsables des maladies : ’analyse des éléments fonctionnels
dans la cellule, c’est-a-dire le prot€éome.

Les applications cliniques de 1’électrophorése bidimensionnelle couplée a la spectrométrie
de masse sont li€es a la possibilité de faire une analyse comparée des gels 2D entre une situation
controle et une situation particuliere (maladie, traittement par un composé,...), permettant de mettre
en évidence des différences dans le profil protéique (variations d’intensité, spots supplémentaires,
spots manquants) (figure 15). Ces protéines exprimées de maniere différentielle peuvent étre
ensuite identifiées par spectrométric de masse, puis dans une €tape ult€rieure, une analyse
fonctionnelle de ces protéines pourra €tre réalisée a ’aide de diverses méthodes biochimiques et
moléculaires. Ces différences observées entre plusieurs situations ont un intérét médical majeur,
puisqu’elles peuvent aboutir a l'identification de nouveaux marqueurs de cancérisation, de
maladies métaboliques, ou encore de processus li€s au vieillissement ou a la différenciation

cellulaire.

Parmi les matériels biologiques étudi€s, on trouve les fluides biologiques, tels que le
plasma dont la composition protéique varie au cours de différentes pathologies comme les maladies
auto-immunes ou dans diverses infections. Voici quelques exemples marquants sur 1’application de
’analyse prot€éomique pour les maladies atteignant le cerveau (démence, neurodégénération). Des
travaux sur le liquide spinal de patients atteints de démence ont montré qu’il contient deux
protéines non détectées chez les sujets sains qui ont été identifiées comme la chaine gamma de la
protéine Tau, qui s’est révélée €tre un marqueur de la maladie de Creuzfeldt-Jacob (Lee et
Harrington, 1997). Ce cas illustre bien les bénéfices de 1’approche prot€éomique pour la découverte
de nouveaux marqueurs, car il n’existait pas de test pour le diagnostic de cette maladie jusqu’a ce
qu’il soit découvert que la prot€ine Tau localisée normalement dans le cerveau se disperse dans le
liquide spinal dans la maladie de Creuzfeldt-Jacob. En utilisant le méme matériel biologique (fluide
cérébrospinal) de patients atteints d’une maladie neurodégénérative (syndrome de Down ou
maladie d’ Alzheimer), une équipe autrichienne a observé par analyse protéomique une dérégulation

du niveau des isoformes de la dihydropyriminase related protein-2 (DRP-2) qui pourrait expliquer
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les anomalies de fonctionnement du cerveau des patients atteints de 1’'une ou ’autre de ces deux
maladies (Lubec et al, 1999). Cette méme protéine a d’ailleurs ét€ récemment identifiée par analyse
protéomique comme un des marqueurs qui décroit dans les maladies neuropsychiatriques
(schizophrénie, dépression sévére,...) par rapport aux individus sains (Johnston-Wilson et al,
2000). Ces exemples sur les désordres du systéme nerveux démontrent la puissance de 1’approche
protéomique pour identifier de nouveaux marqueurs spécifiques (revue dans Rohiff, 2000).

Outre les liquides biologiques, de nombreuses recherches sont effectuées sur des
échantillons solides, provenant de tumeurs de tissus d’origine variée ou de tissus malades
(maladies cardiovasculaires,...) (revue dans Alaiya et al, 2000). Ces études, comme le montrent
les exemples répertori€s dans le tableau 6 (liste non exhaustive), semblent trés prometteuses. En
effet, des protéines spécifiques d’un stade de la tumorigenese ou de la maladie ont €té identifiées
grice au couplage €lectrophorése 2D/spectrométrie de masse. Néanmoins, une investigation plus
poussée est maintenant nécessaire pour vérifier le caractére potentiel de ces protéines comme

marqueur spécifique de la pathologie.

Parallelement aux travaux effectués sur des tumeurs, des études du protéome de lignées
cellulaires de différents types de cancers sont en cours. Cette approche in vitro permet d’étudier
plus facilement les variations de protéines sur plusieurs lignées de mé€me origine, mais avec par
exemple, un potentiel métastatique différent (Osada et al, 1996); cela permet €galement de tester
leur réponse a divers composés pharmacologiques chimiques ou naturels (Myers et al, 1997).
L’utilisation des lignées cellulaires permet donc de mettre en €vidence des protéines corrélées au
potentiel métastatique des cellules cancéreuses, a 'effet et/ou a I'efficacité d’un traitement. Bien
évidemment, le but de I’analyse protéomique n’est pas de remplacer des méthodes de dosages
quantitatifs existants, mais d’identifier des marqueurs cliniques potentiels qui pourront étre alors
dosés par des techniques plus sensibles, plus quantitatives et permettant un débit élevé et rapide,

telles que le dosage ELISA.

Pour le cancer du sein, on notera que les premieres €tudes sur des tissus mammaires
cancéreux en utilisant 1’électrophorése 2D datent de 1984 (Stastny et al, 1984; Motte et al, 1984).

Le nombre de spots détectés €tait alors de 1’ordre de quelques centaines de spots par gel. Que de
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progres entrepris depuis, puisqu’aujourd’hui, ce nombre dépasse largement les 2000 protéines!
Mais déja, le potentiel important de 1’analyse comparée des gels 2D était utilisé. Cing ans plus tard,
deux équipes détectent une vingtaine de différences significatives d’expression des protéines entre
les tissus mammaires normaux et cancéreux (Wirth, 1989; Maloney et al, 1989). En outre, Wirth et
al. (1989) ont aussi trouvé une corrélation entre 1’expression des récepteurs aux oestrogenes et
d’une protéine de 24 kDa, qui se révelera €tre plus tard 'HSP27. Par la suite, des études
concernant la distribution de protéines spécifiques comme les prot€ines du cytosquelette ou de la
matrice nucléaire ont été réalisées par électrophoreése 2D. Les auteurs ont observé des anomalies
d’expression de certaines cytokératines, comme la kératine 5 (Trask et al, 1990) et des
tropomyosines, comme la tropomyosine 1 (Bhattacharya et al, 1990), dont 1’expression est
diminuée dans les cellules épithéliales cancéreuses par rapport aux cellules épithéliales normales,
soulignant leur implication probable dans la progression tumorale. L’étude des protéines de la
matrice nucléaire a également révélée des différences entre les échantillons de tissus mammaires
normaux et cancéreux, et entre des lignées cellulaires de cancer du sein plus ou moins différenciées
(Khanuja et al, 1993, Samuel et al, 1997). Mais ces protéines nucléaires qui peuvent avoir un
intérét potentiel comme facteurs pronostiques, restent a identifier. L’analyse systématique par
électrophorese 2D de I’expression des protéines de cellules mammaires provenant de tumeurs, de
réductions mammoplastiques ou de lignées établies, s’est considérablement accélérée dans la moitié
des années 1990, permettant la mise en place de profils protéiques des cellules mammaires
disponibles sur le réseau internet, avec la position et les caractéristiques de nombreuses protéines
identifiées par des expériences de co-migration, d’immunodétection, de séquengage N-terminal, ou
de comparaison dans les banques de données (Franzen, et al, 1996a, 1996b, 1997; Giometti et al,
1997; Bini et al, 1997; Williams et al, 1998). Néanmoins ce n’est que récemment que le couplage
de I’électrophorese 2D et de la spectrométric de masse a €t utilis€ pour I'identification des
protéines de cellules mammaires. Page er al. (1999a) ont ainsi caractérisé€ plus de 300 protéines,
dont plus de la moiti€ sont spécifiques aux cellules épithéliales luminales ou aux cellules
myoépithéliales purifiées a partir de réductions mammoplastiques. Bergman et al. (2000) ont eux
identifi€ quatre protéines qui n’avaient pas encore été€ reportées jusqu’a présent dans les carcinomes
de sein : le cytochrome BS5, deux protéines ribonucléiques nucléaires et un produit d’oncogene, la

protéine DJ-1. Une méthode alternative a 1’électrophoreése 2D est la séparation des protéines par
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chromatographie liquide a haute performance. Chong et al. (1999) ont couplé cette technique a Ia
spectrométrie de masse MALDI-TOF pour séparer et identifier les protéines différentes entre les
cellules mammaires immortalisées non transformées, les MCF-10A et les cellules mammaires
malignes et métastatiques, les MCF-10 Cala. IlIs ont ainsi caractérisé huit oncoprotéines dont

p21/Ras, la protéine-kinase Src, C-myc, et le suppresseur de tumeur p53.

Ainsi, au travers de ces différents travaux, on peut mesurer 1’évolution importante qu’il y a
eu pour identifier des protéines séparées par €lectrophorése 2D, qui elle, est utilisée depuis plus de
15 ans. 1 est clair que l'apport de la spectrométrie de masse est essentiel, en facilitant
I’identification des protéines et en permettant un haut débit d’analyses. L’ utilisation combinée de la
génomique et de la protéomique ouvre de nouvelles perspectives sur la compréhension des

mécanismes fondamentaux des maladies chez I’homme.

II1.3/ En pharmacologie

L’analyse protéomique permet 1I’évaluation de I’utilité potentielle de nouveaux médicaments
en comparant les profils protéiques d’un état normal ou malade, avec et sans traitement par la
molécule a tester. Les principales applications directes en pharmacologie sont au nombre de trois :
- identifier les cibles moléculaires li€es au mode d’action de la substance,
- évaluer les relations structure/activité des analogues de médicaments connus,

- donner une indication sur I’activité toxique du composé.

Pour le premier point, un exemple ancien est I’identification des cibles intracellulaires de la
lovastatine, une molécule qui réduit le cholestérol, comme étant des protéines impliquées dans le
métabolisme de celui-ci (Anderson et al, 1991). Un autre exemple est I’étude de D’efficacité de
OGT719, un dérivé d’un composé cytotoxique, le S-fluorouracile (5-FU) actuellement testé pour le
traitement des métastases dans le foie de carcinomes hépatocellulaires et colorectaux. L’avantage
du dérivé est que son action est ciblée, car il est reconnu par un récepteur spécifique (de
I’asialoglycoprotéine, ASGP-r), exprimé uniquement dans les hépatocytes, les cellules d’hépatome

et les tumeurs colorectales. Le but de ’émde était de vérifier que I’inhibition observée par un
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traitement avec I’OGT719 était bien die a sa conversion en 5-FU, molécule active. Pour cela, les
profils protéomiques de cellules humaines d’hépatome inhibées par 1'un ou 'autre des deux
composés, ont ét€ comparés apres exposition a chacune des drogues. L’analyse différentielle de
ces profils a mis en évidence 19 protéines modifiées dans les deux cas, et a montré une similitude
du mode d’action de ces deux composés. En effet, ’OGT719 etle 5-FU agissent tous les deux en
particulier sur une protéine ribosomale nucléaire qui intervient dans les mécanismes biochimiques
du cycle cellulaire et de la croissance (Page et al, 1999b). Cet exemple illustre également le
deuxieéme point, a savoir la connaissance de I’activité d’un analogue structural d’un médicament.
Par ailleurs, ’étude de 1’effet d’'une molécule par analyse protéomique peut se faire sur des
modeles animaux. Une équipe suédoise a utilis€ des souris obeses et diabétiques ob/ob qui
présentent un modele de maladie avec résistance a l'insuline. IIs ont testé sur ces souris les effets
d’un médicament utilis€ pour traiter des problémes de métabolisme lipidique chez I’homme, la
molécule WY14,643. L’analyse protéomique du foie de souris traitées par cette molécule a mis en
évidence la surexpression de 16 protéines, dont 14 d’entre elles ont été identifiées comme des
composants du métabolisme peroxisomal des acides gras. L’implication de ces protéines dans le
mode d’action du composé WY14,643 peut expliquer les effets thérapeutiques positifs de cette

substance sur ces souris ob/ob (Edvardsson et al, 1999).

Pour le dernier point, c’est-a-dire 1’évaluation de la toxicit¢ d’un médicament, un excellent
exemple de I'utilisation de 1’analyse protéomique en toxicologie est donné par ’étude de ’activité
toxique de la cyclosporine A (CsA) sur le rein (Aicher et al, 1998). Dans une premiére €tude, les
auteurs ont comparé les profils 2D de rein de rats traités ou non par la CsA. Une des protéines dont
I’expression est inhibée par ce traitement a €t€ identifiée comme la calbindine, protéine impliquée
dans la fixation et le transport du calcium. Ces résultats ont permis de relier 1’effet toxique de la
CsA, qui entraine une calcification rénale intratubulaire, avec la diminution de la calbindine (Steiner
et al, 1996). Dans une deuxi¢me €tude, les auteurs ont investigé I’effet de la CsA sur des chiens et
des singes qui ne présentent habituellement pas de néphrotoxicité liée a la CsA. L’analyse
protéomique du tissu rénal n’a rév€lé aucune diminution de la calbindine, contrairement au rein
humain dans lequel la CsA est toxique du fait de la forte diminution de la calbindine. Ces résultats

mettent donc en évidence la calbindine comme marqueur de la toxicité rénale de la CsA (Aicher et
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al, 1998). D’autre part, cette approche permet également de connaitre des effets non-spécifiques de
molécules qui, 2 long terme, peuvent éventuellement conduire a une toxicité. Par exemple, le
traitement de cellules de sarcome de rat par ’OGT719 induit des variations de I’expression de
plusieurs protéines, alors que la croissance de ces cellules n’est pas affectée par ce composé.
L’’identification de ces protéines et la connaissance de leur fonction biologique permettra de prédire
la probabilité d’un éventuel effet toxique de ’'OGT719 a plus ou moins long terme (Page et al,
1999b). Un dernier exemple porte sur I’analyse protéomique différentielle d’hépatocytes de rat
traités soit par ’EGF, soit par une substance carcinogénique, la nafénopine, les deux molécules
entrainant la prolifération et la suppression de I’apoptose dans ces cellules. Grace au couplage
électrophorese 2D/SM, les auteurs ont identifi€ 32 protéines dont 1’expression varie spécifiquement
aprés traitement par la nafénopine, qui est connue pour agir via le peroxysome. L’mtérét majeur de
ce travail est d’avoir caractérisé de nouvelles prot€ines non-peroxysomales, qui peuvent constituer
des marqueurs toxicologiques potentiels pouvant faciliter la reconnaissance précoce de
carcinogénes non-génotoxiques (Chevalier et al, 2000). En plus des études directes sur des
organes et des tissus, on notera que le sérum, qui peut collecter de nombreux marqueurs de toxicité
relargués de n’importe quel organe et tissu touchés, peut étre utilisé pour évaluer la toxicité d’un

médicament.

Ces exemples montrent que 1’analyse protéomique fournit des informations essentielles sur
le mécanisme d’action d’une substance médicamenteuse (agents anti-cancéreux, antibiotiques,...)
mais aussi sur ses éventuels effets toxiques. La “pharmacoprotéomique” est en passe de devenir un
outil indispensable pour les tests précliniques de médicaments, en accélérant 1’identification et
I’optimisation de nouveaux candidats pour les essais cliniques (revues dans Loo et al, 1999;
Steiner et Anderson, 2000).

Au cours de cette these, nous avons développé I'approche protéomique ce qui nous a
permis d’établir une cartographie différentielle des cellules mammaires normales €pithéliales et de
deux lignées cellulaires de cancer du sein, les MCF-7 et les MDA-MB-231. De plus, son utilisation
a permis d’identifier de nouvelles protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire du FGF-

2 sur les cellules MCF-7.



MATERIELS

&
METHODES



89

I- CULTURE CELLULAIRE

1.1/ Les lignées cellulaires

Les cellules MCF-7 utilisées sont issues de 'ATCC (American Type Culture Collection).
Elles correspondent a une lignée hormono-sensible provenant d'une effusion pleurale d'un
adénocarcinome mammaire humain et possedent les récepteurs aux oestrogénes en quantité
significative. Elles ont une morphologie de cellules épithéliales et ont conservées plusieurs
caractéristiques de I’épithélium mammaire différencié.

La lignée cellulaire MDA-MB-231 provient de ’ATCC. Elle est établie a partir d'une
effusion pleurale d'un adénocarcinome mammaire humain mais trés faiblement différencié. Ces

cellules épithéliales sont hormono-indépendantes et sont tumorigéniques car elles forment des

adénocarcinomes peu différenciés de grade III lorsqu’elles sont injectées dans des souris nude.

L2/ Entretien des cultures de cellules mammaires épithéliales

La culture des cellules est réalisée dans du milieu MEM (Milieu Essentiel Minimum), avec
des sels de Eagle (Gibco BRL) contenant 10% de sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté par
chauffage (56°C, 30 minutes) (Eurobio), 1% d'acides aminés non essentiels (Eurobio), 2 mM de
glutamine (Eurobio), 5 ug/ml d'insuline (Endopancrine), des antibiotiques (pénicilline-
streptomycine: 100U/ml, gentamycine: 50 pg/ml) (Eurobio), 20 mM de tampon Hepes (Eurobio)
et 7,5% de bicarbonate de sodium (Eurobio). Elles sont maintenues a une température de 37°C
dans une atmosphére enrichie en CO2 (5%) et saturée en humidité. Les cellules sont
réensemencées toutes les semaines: elles sont décollées dans 1 ml d'une solution contenant 0,1%
trypsine - 0,25% EDTA a 37°C pendant quelques minutes. Puis l'action de la trypsine est inhibée
par addition de 5 ml de milieu complet. Les cellules sont dissociées par pipetages répétés; 0,5 ml

de cette suspension cellulaire est dilué dans 10 ml de milieu et placé dans une nouvelle boite de 75

cm? (Nunc). Le milieu de culture est changé tous les 3 jours environ.



NOM ORIGINE CIBLE CONCENTRATION
Cycloheximide | Sigma synthe¢se protéique | 0,5 pg /ml (17,8 uM)
Génistéine Sigma tyrosine kinase 1-100 uM
Herbimycine A | Calbiochem | Src 25-100 nM
PP2 Calbiochem | Src 1-50 nM
PD98059 Calbiochem |{MEK 1-100 uM
K-252a Calbiochem |Trk A 5nM
Wortmannin Calbiochem |PI3-kinase 1-10 nM
Geldanamycine | Sigma HSP90 2-50 ;M

Tableau 7 : Liste des inhibiteurs utilisés. Leur provenance, leur cible, ainsi que les

concentrations testées sur la prolifération cellulaire sont indiqués.
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1.3/ Etude de la prolifération par comptage cellulaire

Chaque condition de culture est effectuée en triplicate. Les cellules sont ensemencées dans
2 ml de milieu MEM avec 10% de SVF dans des boites de Pétri de 35 mm de diametre (Greiner) a
raison de 120000 cellules/boite. Apres 24 heures, les cellules sont rincées 2 heures dans du milieu
de ringage (méme composition que le milieu de sevrage mais sans fibronectine ni transferrine),
puis sevrées pendant 24 heures (milieu de sevrage: méme composition de base que le milieu SVF,
le SVF et I’insuline étant supprimés, et la transferrine (30 pg/ml, Sigma) et la fibronectine (2
ug/ml, Sigma) rajoutées). Elles sont alors traitées pendant 48 heures par les différents inhibiteurs
répertoriés dans le tableau 7, en présence ou non du FGF-2 a 10 ng/ml (Amersham, France). Le
nombre de cellules est déterminé par comptage sur la cellule de Malassez. Pour cela, les cellules
sont rincées avec du PBS 1X (phosphate Buffer Saline) puis trypsinis€es dans 500 pl de trypsine,
mises quelques minutes a 37°C pour permettre le décollement, et 150 pl sont déposés sur une
cellule de Malassez double. La survie des cellules a été appréciée d'une part par observation au
microscope inversé a contraste de phase et d'autre part en utilisant le bleu trypan. Dans ce dernier
cas, aprés avoir aspiré le milieu, les cellules sont traitées dans 100 pl de trypsine pendant 5
minutes puis 100 pl de bleu trypan (0,4%) sont alors ajoutés. Aprés 15 minutes a température
ambiante, le comptage cellulaire est effectué a la cellule de Malassez et le pourcentage de viabilité

des cellules est déterminé.

1.4/ Incorporation de *H-thymidine

Les cellules sont ensemencées dans des boites de 24 puits (Nunc) a raison de 6000 cellules/
puits dans 2 ml de milieu complet. Apres trois jours de culture, le milieu est éliminé et les cellules
sont rincées et placées dans du milieu de sevrage. Apres 24 heures de sevrage, les substances a
tester sont ajoutées dans du milieu de sevrage contenant 10 ng/ml de FGF-2. Les cellules sont
traitées pendant 24 heures. Dans les 4 dernieres heures du traitement, 1 uCi de thymidine tritiée
(activité¢ spécifique: 4 Ci/mmol ; ICN) est ajouté dans chaque puits. Apres ces 24 heures de
traitement, le milieu est éliminé, les macromolécules sont précipitées par 500 pl d'acide trichloro-

acétique 5% (ATCA) pendant 30 minutes a 4°C. Aprés deux ringages a l'eau, les cellules sont
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solubilisées dans 500 pl de NaOH 0,1 N. Apres une nuit & 4°C ou 2 heures a 37°C, 3 ml de liquide

a scintillation (Beckman) sont ajoutés a chaque échantillon. Le comptage de la radioactivité est

effectué a l'aide d'un compteur 5 (Beckman).

II- ETUDE DE LA SIGNALISATION INTRACELLULAIRE DU
FGF-2

I1.1/ Préparation et extraction des protéines

I1.1.1/ Protéines non marquées

Les cellules sont ensemencées a 500.000 cellules/boite, dans des boites de 100 mm de
diametre (Greiner) contenant 10 ml de milieu complet (MEM-SVF 10%). Apres 48 heures, les
cellules sont sevrées pendant 24 heures. Lorsque I’effet d’un inhibiteur doit €tre étudié, celui-ci est
ajouté dans le milieu 2 une concentration déterminée (effet sur la prolifération déterminée par
comptage cellulaire) 1 heure avant la stimulation par le FGF-2. Les cellules sont traitées au
pervanadate 100 UM 10 minutes avant ’ajout du FGF-2. Le pervanadate, qui est un dérivé plus
actif de I’orthovanadate, est préparé selon Trudel et al. (1991). II est préparé€ au dernier moment en
ajoutant 11,33 pl d’H,0, dans 1 ml d’orthovanadate 10 mM (Sigma) dans du PBS. Le
pervanadate 10 mM est agité pendant 15 minutes a 1’abri de la lumiére et il est stable jusqu’a 2
heures apres sa préparation. Apres ’ajout du pervanadate dans le milieu de culture, les cellules
sont mises en présence de FGF-2 pendant 10 minutes, puis lysées dans 150 pl de tampon de lyse
IP (150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,1% SDS; 50 mM Tris pH 7,5) contenant un cocktail
d’inhibiteurs (Phényl Méthyl SulfoFluoride, PMSF, orthovanadate et Na,P,O, (pyrophosphate de
sodium) a 1 mM, leupeptine et aprotinine a 10 pg/ml, et pepstatine A a 1 pg/ml; Sigma). Apres 15
minutes sur la glace, le lysat est récupéré€ et centrifugé (10.000 g, 3 minutes). Le surnageant est
conservé a -20°C ou -80°C. La concentration en protéine de 1’échantillon est déterminée en utilisant
le dosage Biorad (Bio-Rad Protein Assay) et ’albumine bovine sérique (fraction V, Sigma) comme

standard de la gamme-étalon.



Anticorps Source Dilution volume / ug Origine
primaires pour le IB proteines pour P’IP
P-Tyr (PY99) sourts (200 pg/ml) |1/2000 25ul/1mg Santa Cruz
FGFR lapin (100 pg/ml)  }1/2000 10 ul1/200 ug UBI
Src lapin (200 pg/ml)  {1/2000 - (pour IB seulement) Santa Cruz
ERK1/2 souris (250 pg/ml) |1/2000 10 ul1/200 pg Transd. Lab.
FRS2 (M-20) cheévre (200 pg/ml) |{1/200 15ul/1mg Santa Cruz
cycline D2 (M-20) | lapin (100 pg/ml) |1/1000 25 ul/ 150 ug Santa Cruz
HSP90 (SPA-830) | souris (0,9 mg/ml) {1/1000 PBST 10 ul/1mg Stress Gen

Tableau 8 : Résumé des différents anticorps primaires utilisés. leur source, le fournisseur

(origine), la dilution utilisée pour les immunodétections (IB) et le volume

d’anticorps utilis¢é pour une quantit¢ de protéine donnée (ug) pour réaliser

I'immunoprécipitation (IP) sont indiqués. Transd. Lab, Transduction Laboratories.

5% 7,5% (10% 12,5%|15% |4,5%
eau I0ml  |9ml 75ml [6ml 45ml |3,6ml
A 3ml 45ml |6ml 75ml |9mi 0,9 ml
B 45ml {45ml [45ml [45ml [45ml |O
C 0 0 0 0 0 1,5 ml
APS 70 pl 70ul |70l 70 ul 70 ul 18 ul
TEMED | 10u 10wl 10 pl 10 ul 10 ul 10 ul

Tableau 9 : Volumes des différentes solutions pour les gels SDS-PAGE de différentes

réticulations. Solution A: 30% d’acrylamide; solution B:1,5 M Tris pH 8,8 et 0,4%

SDS; solution C: 0,5 M Tris pH 6,8 et 0,4% SDS.
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I1.1.2/ Protéines marquées au *Soufre
Les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri de 100 mm de diameétre a raison de

500.000 cellules/boite. Apres 48 heures dans ce milieu, elles sont sevrées dans un milieu de
sevrage ne contenant ni méthionine, ni cystéine (ICN) pendant 24 heures. La radioactivité 35S

(Trans 33S-Label, 50 pCi/ml; activité spécifique: 1077 Ci/mmol; ICN) est ajoutée dans les six
dernieres heures du sevrage puis les cellules sont stimulées 10 minutes par le FGF-2. Apres le
traitement, le milieu est aspiré, les cellules sont rincées une fois avec du PBS froid, et lysées par
150 pl de tampon de lyse IP. Apreés 15 minutes sur la glace, le lysat est récupéré, chauffé a 100°C
pendant 10 minutes et 30 pl sont conservés pour les dosages de protéines et de la radioactivité. Le

reste de I’échantillon est conservé a -80°C jusqu’a son utilisation.

I1.2/ Immunoprécipitation

Une quantité comprise entre 250 (g et 1 mg de protéines est d'abord incubée avec 20 ul
d'une solution de protéine A-agarose 10% (Sigma). Aprés agitation 1 heure a 4°C et centrifugation
(10.000 g, 3 minutes), le surnageant est incubé avec l'anticorps spécifique, pendant une heure a
4°C (voir tableau 8 pour les volumes); 50 pl (pour 1 mg de protéines) de la solution protéine A-
agarose 10% sont ensuite ajoutés et l'ensemble est incubé pendant une heure a 4°C. Les
échantillons sont alors centrifugés (10.000 g, 3 minutes). Le culot de protéines est rincé trois fois
dans 400 pl de tampon de lyse puis chauffé a 100°C dans 100 pl de tampon de Laemmli (10 mM
Tris pH 6,8, 1% SDS, 1% B-mercaptoéthanol et 20% glycérol) pendant 5 minutes. Les

échantillons sont conservés & -20°C jusqu'a la SDS-PAGE.

I1.3/ Séparation des protéines par SDS-PAGE et transfert sur membrane
L'électrophorese en gel de polyacrylamide a été réalisée dans les conditions dénaturantes de

Laemmli. Les gels de séparation sont des gels de 10% ou 12,5% d’acylamide, selon les

expériences. Le gel de concentration est un gel de 4,5% d’acylamide. Apreés dégazage du mélange

des solutions A (30% d’acrylamide), B (1,5 M Tris pH 8,8 + 0,4% SDS) ou C (0,5 M Tris pH



Anticorps secondaires Dilution Origine
anti-Ig souris conjuguées a la peroxidase| 1/1000 au 1/5000 | Trans. Lab.
(HRP-anti mouse)
anti-Ig lapin conjuguées a la biotine 1/1000 au 1/5000 | Sigma
anti-Ig chevre conjuguées a la biotine 1/1000 au 1/5000 | Sigma
complexe extravidine-peroxidase 1/1000 au 1/5000 | Sigma

Tableau 10 : Résumé des différents anticorps secondaires utilisés. La concentration au 1/5000°
est utilisée apres les anticorps primaires PY99, anti-FGFR et anti-ERK1/2. La
concentration au 1/1000° est utilisée apres les anticorps anti-FRS2, anti-cycline D2,
et anti-HSP90. La concentration du complexe extravidine-peroxydase est la méme

que celle utilisée pour I’anticorps secondaire proprement dit. (Ig, immunoglobuline;

Transd. Lab., Transduction Laboratories).
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6,8 + 0,4% SDS) avec I’eau ultra-pure, selon les volumes indiqués dans le tableau 9, ’ammonium
persulfate 2 10% (APS) etle N, N, N’, N’-tetraméthyl-éthylenediamine (TEMED) sont rajoutés et
les gels sont coulés. Une fois les échantillons déposés dans les puits, la migration se fait & 200 V
pour le mini-systéme Biorad (gels de 8 x 5 cm), et en ampérage constant (5 a 15 mA par gel) pour
le systéme des gels 10 x 12 cm (Touzart & Matignon).

Apres la migration des protéines en gel d’électrophorese, leur transfert sur membrane est
réalisé en conditions semi-seéches a I'aide d'un appareil Millipore (Graphite Electroblotter System).
Le gel et la membrane sont équilibrés pendant 5 minutes dans le tampon cathode (0,3 M Tris, 10%
méthanol) et le tampon anode (40 mM acide 6-amino-n-hexanoique, 10% méthanol)
respectivement. L.a membrane est alors déposée sur trois feuilles de papier Whatman n°3 imbibées
dans le tampon anode, puis le gel et trois autres feuilles de papier Whatman n°3 imbibées dans le

tampon cathode sont posés au-dessus. Le transfert est réalisé pendant 45 min. a 1 heure 4 200 mA.

I1.4/ Immunodétection des protéines

La saturation des sites non spécifiques est effectuée dans du TBS (Tris 10 mM, NaCl 150
mM) contenant 0,1% de Tween 20 (TBST) et 3% de BSA (fraction V, Sigma) pour [’anti-
phosphotyrosine PY99 ou 5% de lait écrémé en poudre pour tous les autres anticorps, pendant 1 a
2 heures a température ambiante. La membrane est incubée toute la nuit a 4°C avec l'anticorps
primaire dilué€ dans le tampon de blocage (cf tableau 8 pour les dilutions). La membrane est ensuite
lavée six fois pendant 5 minutes dans du TBST puis elle est incubée pendant 1h30 heure a
température ambiante avec le second anticorps appropri€ dilué dans le TBST au 1/5000° (cf tableau
10). La membrane est rincée 5 fois 10 minutes, avant d’étre soumise a la chimioluminescence
(Amersham) en optimisant le temps d'exposition afin de ne pas saturer le film (Kodak X-Omat

AR, Sigma). Pour I’anticorps HSP-90, le TBST est remplacé par du PBST.

I1.5/ Dosage de I’activité kinasique de Src
Les protéines des cellules MCF-7 stimulées ou non par le FGF-2 (10 ng/ml) et lysées

comme décrit dans le paragraphe II-1.1 sont immunoprécipitées dans le tampon de lyse IP avec
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I’anticorps monoclonal anti-Src 327 (LaVallee et al, 1998). Les complexes Src/anticorps sont lavés
trois fois dans le tampon de lyse IP et une fois avec le tampon “kinase” (30 mM Tris pH 7,4; 10

mM MnClL,), puis sont incubés pendant 10 minutes & température ambiante dans SO pl de tampon

kinase contenant 10 uCi de (y-32P-)ATP (activité spécifique: 3000Ci/mmol; Amersham Pharmacia

Biotech, Angleterrre) et 2 pg du substrat, I’énolase acide dénaturée (Sigma). La réaction est arrétée
par ’ajout de tampon Laemmli, et apres 5 minutes a 95°C, les protéines phosphorylées sont
séparées par SDS-PAGE (gel de 7,5%), transférées sur membrane de nitrocellulose, et visualisées
par autoradiographie. L’immunodétection de Src est aussi réalisée comme décrit ci-dessus avec

I’anticorps anti-Src indiqué dans le tableau 8.

HNI-ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE

II1.1/ Préparation des échantillons

I11.1.1/ Protéines non marquées

Les cellules sont ensemencées a 500.000 cellules/boite, dans des boites de 100 mm de
diametre (Greiner) contenant 10 ml de milieu complet (MEM-SVF 10%). Apres 48 heures, les
cellules sont sevrées pendant 24 heures. Pour lyser les cellules, le milieu est aspiré, les cellules
sont rincées 2 fois par du PBS froid, puis 150 & 200 pl de tampon de lyse 2D ( 0,3% SDS et 1%
2-8 mercaptoéthanol) sont répartis dans la boite. Aprés 15 minutes sur la glace, le lysat est
récupéré, chauffé 5 minutes a 100°C puis centrifugé (10.000 g, 3 minutes). Le surnageant est
conservé a -20°C ou -80°C. La concentration protéique de I’échantillon est déterminée en utilisant le
dosage Biorad (Bio-Rad Protein Assay) et ’albumine bovine sérique (BSA, fraction V, Sigma)

comme standard de la gamme-étalon.

II1.1.2/ Protéines marquées au **Soufre
Les cellules sont ensemencées dans du milieu complet & 150.000 cellules par boite dans des

boites de Pétri de 35 mm de diametre. Aprés 24 heures dans ce milieu, elles sont sevrées dans un
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milieu de sevrage ne contenant ni méthionine, ni cystéine (ICN) pendant 24 heures. Le milieu est
alors changé, et le FGF-2 (10 ng/ml) et la radioactivité (50 uCi/ml 35S-Translabeled; activité
spécifique: 1077 Ci/mmol ; ICN) sont ajoutés simultanément. Aprés 12 heures, le milieu est
aspiré, les cellules sont rincées une fois avec du PBS froid, et lysé€es par 100 ul de tampon de lyse
2D. Apres 15 minutes sur la glace, le lysat est récupéré, chauffé a 100°C pendant 5 minutes et 30
Ll sont conservés pour les dosages des protéines et de la radioactivité. Le reste de 1’échantillon est

conservé a -80°C jusqu’a son utilisation.

I11.1.3/ Dosage de la radioactivité d’un échantillon protéique

Pour le dosage a ’acide trichloro-acétique (ATCA), 50 pl de BSA a 1 mg/ml sont déposés
au fond d’un tube en verre de 10 ml froid auxquels sont ajoutés 5 [l de I'échantillon radioactif. Le
mélange est vortexé, puis 5 ml d’ATCA 10% froid sont ajoutés. Apres avoir €ét€ mis 30 minutes
dans la glace, les tubes sont chauffés a 100°C pendant 30 minutes. La radioactivité précipitable est
ensuite filtrée sur fibre de verre. Le filtre est rincé 3 fois par de I'ATCA 5% puis récupéré et placé
dans un tube avec 3 ml de liquide & scintillation. Apres avoir laiss€ reposer pendant 15 a 30

minutes, la radioactivité est determinée a 1’aide d’un compteur 8.

II1.2/ Electrophorese bidimensionnelle analytique

Les électrophoreses bidimensionnelles ont été réalisées a 1'aide du syst€éme "Investigator”
de Millipore. L'ensemble des réactifs utilisés provient de la sociét€ Genomics Solution. Les poids
moléculaires et points isoélectriques ont €t€ déterminés par emplol de standards pour
€lectrophorése bidimensionnelle (Biorad). Avant la premicre dimension, les lysats protéiques
radioactifs ou non, préparés comme indiqué ci-dessus, sont dilués de moiti€ dans le tampon
d'isoélectrofocalisation (IEF) contenan 9,5 M urée; 0,8% Nonidet P40 (NP40); 10% B-mercapto-

éthanol; 2% d'ampholytes pH 4-8 et 3-10; bleu de bromophénol.
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I11.2.1/ Premiére dimension: Isoeléctrofocalisation (IEF)

Un aliquot de 5,6 ml de gel d1IEF (urée 9,5 M, acrylamide 3%, N,N' méthyléne-bis-
acrylamide 0,22%, NP40 4%) est décongelé a 30°C. 200 pl de chaque ampholyte (4-8 et 3-10)
sont ajoutés et le mélange est dégazé pendant 3 2 4 minutes. 40 ul d'APS 10% préparé le jour
méme sont ajoutés, puis les six tubes capillaires (de 20 cm de long et 1 mm de diametre) sont
plongés dans la solution de gel IEF. En plongeant I’ensemble dans 1’eau, le gel monte par
capillarité jusqu’a environ 4 cm du haut du tube IEF. Aprés 2 heures de polymérisation, les tubes
IEF sont séparés les uns des autres et placés dans la cuve de migration de la premiere dimension.
La partie inférieure de la cuve contient le tampon anode (1,4 ml dH3PO4 85% dans 2 litres d’eau
ultrapure) et la partie supérieure le tampon cathode (7 ml NaOH 10N dans 693 ml d’eau ultrapure)
préalablement dégazé pendant 10 minutes. La préfocalisation est lancée avec les parametres
suivants (pour 6 gels): 1500 Volts, 110 pA, pendant 2 heures.

Pour I’isoélectrofocalisation, un volume maximal de 50 ul, ou un volume d'échantillon

correspondant & 106 cpm (coups par minute) de 35S pour les échantillons radioactifs est déposé a la
surface de chaque gel d’IEF. La migration se fait 8 2000 V pendant 17 h 30, & 110 pA et 20000
Volt-Heure. Une fois l'isoélectrofocalisation terminée, les gels sont posés pendant 1 heure sur un
litde glace, puis chaque gel est sorti du tube par pression d'eau & l'aide d'une seringue, et placé
dans 10 ml de tampon d'équilibration (0,3 M Tris base; 0,075 M Tris HCI; 3% SDS; 50mM
DiThioThréitol ou DTT; 0,01% bleu de bromophénol) pendant deux fois 2 minutes & température

ambiante avant dépdt sur le gel SDS-PAGE.

I11.2.2/ Deuxiéme dimension : SDS-PAGE

Des gels (25 x 25 cm) a 10% d'acrylamide sont coulés: 165,2 ml de Duracryl (30%
acrylamide et 0,8% Bis-acrylamide), 122,8 ml de tampon Tris (1,5 M Tris pH 8,8) sont mélangés
avec 204 ml d'eau ultra pure. Apres dégazage du mélange pendant quelques minutes, 5 ml de SDS
10%, puis 1,24 ml d'APS 10% et 210 ul de TEMED sont ajoutés pour initier la polymérisation. Le
gel est coulé entre les plaques et le haut de chaque gel est recouvert d’isobutanol saturé en eau afin

d’éviter le séchage de la surface des gels. Aprés 2 heures de polymérisation, le gel
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disoélectrofocalisation préalablement équilibré est placé a la surface du gel de deuxiéme
dimension. Le systéme est placé dans la cuve d'électrophoreése contenant le tampon de migration
(25 mM Tris base; 192 mM glycine; 0,1% SDS). La partie supérieure de la cuve contient du
tampon de migration 2X. La migration se fait 4 500 V pendant 5 heures, avec une température

contrdlée de 17-20°C. A I'issue de 1'électrophorese, les gels sont colorés au nitrate d'argent.

I11.2.3/ Coloration au nitrate d’argent

Les gels sont laissés toute la nuit dans le bain de fixation (50% méthanol, 10% acide
acétique, 40% eau ultrapure). IlIs sont ensuite lavés trois fois 30 minutes dans de 1’eau ultrapure,
placés de nouveau 30 minutes dans une solution de DTT (2,5 mg/litre) puis laissés au moins 1h30
dans une solution de nitrate d'argent (3 g/litre). Apres ce bain, deux rincages rapides dans 1’eau
ultrapure de 2 minutes sont faits, et la coloration des gels se développe dans la solution de
carbonate de sodium (34,72 g de carbonate de sodium/litre et 2,25 ml formaldéhyde/litre) : un
ringage de quelques secondes est fait dans cette solution afin d’éliminer 1’exces de nitrate d’argent,
puis les gels sont laissés quelques minutes dans ce bain. La coloration appparait progressivement,
et est arrétée par une solution d'acide acétique a 3% (v/v). Apres avoir €€ rincés dans ’eau, les
gels sont conservés sous plastique, ou sont séchés et soumis & I’autoradiographie s’il s’agit de gels

radioactifs marqués  la **S-methionine.(films Kodak, X-OMAT AR).

II1.2.4/ Analyse informatisée

Elle est réalisée apres digitalisation (scanner SM3, Pharmacia) des autoradiogrammes ou
des gels pilotée par le programme "Diversity One" (Pharmacia) installé sur station SUN (Sparc
Classic). Les images obtenues sont ensuite analysées, sur la méme station, avec le programme
"Mélanie II" (Biorad). L'intensité des tiches détectées est exprimée (densité optique par unité de
surface et peut etre convertie en pourcentage de l'intensité totale correspondant a l'ensemble des
taches. L'analyse simultanée de plusieurs gels par situation expérimentale permet de comparer les

différences entre les deux situations étudiées (stimulation ou non par le FGF-2).
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II1.3/ Electrophorése bidimensionnelle préparative

I11.3.1/ Premiére dimension: Isoélectrofocalisation (IEF)

Un aliquot de 22,2 ml de gel dIEF (8M urée, 4,4% duracryl, 5SmM 3-((3-
cholamidopropyl)diméthylammonio)-1-propane-sulfonate ou CHAPS, 2% Nonidet P40) est
décongelé a 30°C. Un volume de 1,4 ml de chaque ampholyte (4-8 et 3-10) est ajouté et le mélange
est dégazé pendant 3 4 4 minutes. 37 ul de TEMED et 78 pl d'APS 10% prépar€ le jour méme sont
ajoutés, puis les huit tubes IEF (de 20 ¢cm de long et 5 mm de diameétre) sont plongés dans la
solution de gel IEF. En plongeant I’ensemble dans ’eau, le gel monte par capillarité jusqu’a
environ 4 cm du haut du tube IEF. Apres trois heures de polymérisation, les tubes IEF sont
séparés les uns des autres et placés dans la cuve de migration de la premicére dimension. La
composition des tampons est la méme que pour la 2D analytique. La préfocalisation est lancée avec
les parametres suivants (pour 8§ gels): 1000 Volts, 500 LA, pendant 5 heures.

Pour I’isoélectrofocalisation, un volume maximal de 500 pl (500 ug a 1 mg de protéines)
est dépos€ a la surface des gels IEF. Le tampon de cathode est remplacé par du tampon frais et
I'IEF est lancée avec les parametres suivants: 1500 V, 17 h 30, 500 pA, 20000 V-H. Lorsqu’elle
est terminée, les tubes d’IEF sont déposés sur la glace pendant une heure, démoulés et équilibrés
deux fois 15 minutes dans 10 ml de tampon d’équilibration (méme composition que pour 'IEF

analytique).

II1.3.2/ Deuxiéme dimension : SDS-PAGE

Pour I’électrophorese préparative, un gel de concentration est nécessaire pour une meilleure
résolution. En premier lieu, le gel de séparation de 10% est coulé entre les plaques, jusqu’a
environ 4 cm du haut des plaques. Sa composition est identique a celle utilisée pour
I’électrophorese analytique. La préparation des gels de concentration de 4% est la suivante: 61 mi
d’eau ultrapure, 13,3 ml de solution d’acrylamide (30% BIS; 0,8% T) et 25 ml de tampon “Tris
stacking gel” (Tris-HC1 0,48 M, Tris-Base 14 mM) sont mélangés et dégazés pendant 10 minutes.
Puis 1 ml de SDS 10%, 100 pl de TEMED et 500 pl d’APS 10% sont ajoutés a cette solution qui

est ensuite déposée a la surface des gels de séparation et recouverte d’un peu d’eau afin d’éviter le
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déssechement pendant la polymérisation. Les gels polymérisés sont placés dans la cuve
d’électrophorese, la partie inférieure contenant le tampon de migration 1X. Pour le dépdt des gels
d’IEF, 10 ml d’agarose 1% sont préalablement versés a la surface du gel SDS-PAGE puis le gel
IEF équilibré est délicatement déposé a la surface du gel SDS-PAGE. De 1’agarose 1% est remis au
dessus du gel de premi¢re dimension de manigre a le recouvrir. Une fois I’agarose durci, le tampon
de migration 2X est versé dans la cuve supérieure et le programme de la deuxieme dimension est

lancé: 500 V, 20000 V-H pendant environ 5 heures.

ITL.3.3/ Coloration au bleu de coomassie

Aprés la migration, les gels sont placés de deux heures a toute la nuit dans la solution de
coloration (0,25% bleu de coomassie R-250, 50% méthanol et 10% acide acétique dans de 1’eau
ultrapure), puis ils sont décolorés dans des bains successifs de la solution de décoloration (25%

méthanol, 7% acide acétique) jusqu’a obtenir le fond du gel le plus clair possible.

IV- CARACTERISATION DES PROTEINES PAR SPECTROMETRIE
DE MASSE

Les gels contenant les protéines d’intérét séparées par €lectrophorese mono- (bande) ou bi-
dimensionnelle (spot) sont d’abord découpés, rincés de nombreuses fois dans de I’eau ultrapure et
soumis & la digestion trypsique. Le mélange peptidique ainsi obtenu est analysé en spectrométrie de

masse. Les réactifs utilisés sont tous ultra purs (grade Sigma Ultra).

IV.1/ Réduction et alkylation

Cette étape est réalisée au prélable pour les protéines colorées au nitrate d’argent. En
réduisant et alkylant les résidus cystéine de la protéine, elle permet de “dérouler” davantage la
protéine, afin d’augmenter les chances de coupure au niveau des résidus lysine (K) et arginine (R)

par la trypsine. Ce protocole a été établi par Shevchenko et al (1996).

LILLE
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Les spots découpés sont déshydratés par deux bains de 20 minutes dans une solution de
50% acétonitrile (ACN) / 50% H,O, puis un bain dans 100% ACN. IIs sont ensuite complétement
séchés dans un speed-vac (SAVANT). Pour I’étape de réduction, les spots sont recouverts par une
solution de 10 mM DTT (Sigma) dans 100 mM NH,HCO, et chauffés a 56°C pendant 1 heure.
Une fois refroidie, la solution est remplacée par une solution de 55 mM d’iodoacétamide (Sigma)
dans 100 mM NH,HCO,. Cette étape d’alkylation est réalisée dans ’obscurité et a température
ambiante pendant 45 minutes. Les spots sont ensuite lavés par des bains successifs dans 100 mM
NH,HCO, puis 100% ACN, deux fois pendant 10 minutes. Pour terminer, ils sont séchés au

speed-vac.

IV.2/ Digestion enzymatique

Les spots colorés au bleu de coomassie sont préalablement déshydratés et décolorés par
trois bains de 20 minutes chacun, réalisés a température ambiante et sous agitation dans une
solution contenant 50 % ACN / 50% 100 mM NH,HCO, puis séchés au speed-vac. Comme les
spots colorés a ’argent et séchés, ils sont ensuite disposés sur un parafilm. Une solution de
trypsine a 0,1 pg/ul (sequencing grade modified trypsin, Promega) est préparée. Sur chaque spot
sont déposés successivement les solutions de NH,HCO, (100 mM), de tampon de trypsine fourni
avec la trypsine, puis environ 0,5 pug de trypsine. Le gel regonflé est remis dans un tube
Eppendorf, recouvert complétement par de I’eau, et incubé a 37°C toute la nuit.

L’extraction des peptides issus de la digestion trypsique “in gel” se fait de la maniere
suivante. La solution qui recouvre le gel est récupérée dans un petit tube Eppendorf et le gel est
recouvert par le mélange 45% ACN/45% H,0/10% acide formique, sous agitation pendant 20
minutes. Cette fraction est collectée et rassemblée avec la précédente dans le tube Eppendorf. Cette
extraction est répétée une fois dans le méme tampon, puis une seconde fois dans une solution
contenant 95% ACN/5% acide formique pour extraire les peptides les plus hydrophobes. Le pool
de peptides provenant de ces extractions est séché au speed-vac, puis conservé a -20°C jusqu’a

[’analyse en spectrométrie de masse.
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IV.3/ Micropurifications des hydrolysats trypsiques

Ce protocole a été€ établi par Kussman er al. (1997) et optimisé par X. Czeszak au cours de
son DEA. Il procéde par dessalage de I’échantillon peptidique sur une colonne chromatographique
de phase inverse. En effet, les contaminants salins qui empéchent la bonne cristallisation de
I’échantillon peptidique avec la matrice, ne se fixent pas sur les microbilles, contrairement aux
peptides qui sont plus hydrophobes.

L’étirement d’un cdne “gel loader tip” (Eppendorf) est réalisé a 'aide d’une pince plate
pour obtenir un diametre de sortie inférieur & 50 pm. Un volume de 50 pl de méthanol est déposé
dans le cone avant le dépdt de 2 & 3 ul de phase Poros 50 R2 (Self Pack, Boeringher Manheim) en
suspension dans du méthanol. Le montage de la colonne chromatographique s’effectue alors soit
sur une seringue combitip (Eppendorf) de 1,25 ml par pression sur le piston de la seringue, soit
sous flux d’azote. La colonne est équilibrée par passage d’une solution d’acide trifluoroacétique
(TFA) 4 0,1% dans I’eau. On peut alors y déposer les peptides, issus de la digestion trypsique,
remis en solution dans de 1’acide formique & 1% dans I’eau. Un passage tres lent de cette solution
peptidique assure une fixation optimale des peptides sur la colonne. Le dessalage se fait par 4-5
passages d’acide formique a 1% dans I’eau, et enfin, 1’élution des peptides est réalisée par une

solution de 50% eau/50% méthanol & 1% d’acide formique.

IV.4/ Spectrométrie de masse en mode Désorption/Ionisation laser assistée par
Matrice (MALDI-MS)

Les échantillons peptidiques sont resuspendus dans 10 ul d’une solution 50% méthanol /
50% H,O contenant 1% acide formique. Un volume de 0,5 & 1 pl est alors mélangé directement
sur la cible avec 1 pl de 1a solution de matrice constituée d’acide 2,5 dihydroxybenzoique (DHB),
préparée a une concentration de 10 mg/ml dans un mélange de 70% méthanol/30% H,O. La
cristallisation du spot sur la cible se fait par séchage de la gouttelette sous un petit ventilateur.
Lorsque les spots sont cristallisés et secs, la cible est introduite dans le spectromeétre de masse.

Les mesures de masse moléculaire par MALDI-MS ont été réalisées sur un spectrometre de

masse a temps de vol de type Vision 2000 (Finnigan, Bremen). Cet instrument est équipé d’un
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réflectron et d’un laser a azote pulsé (337 nm de longueur d’onde ; dur€e du pulse: 3 nsec). Les
ions sont accélérés par un potentiel €lectrique de 6 kV. Entre 30 a 50 tirs de laser sont accumulés
pour obtenir le spectre de masse final. La masse des peptides est mesurée apres un lissage du
spectre et une calibration interne en utilisant la masse moyenne de deux peptides issus de 1‘autolyse

de la trypsine de rapport m/z égal a 843,014 et 2212 425.

IV.5/ Spectrométrie de masse en tandem en mode nanospray (nanospray MS-MS)

Ces mesures ont €té réalisées sur un spectrometre de masse électrospray triple-quadripdles
(Micromass, Manchester) dont la sonde nanospray a ét€ modifiée. Les capillaires en verre
borosilicaté (Kwik-Fil, World Precision Industry) utilisés sont préparés a ’aide d’une étireuse de
capillaire (pipette puller PIPS5, Heka), et aprés étirement, ils présentent un diametre interne de 580 a
680 um.

Les peptides sont repris dans 10 pl d’une solution de 50% méthanol/50% H,O contenant
1% d’acide acétique. Cette solution est introduite dans un capillaire en verre puis soumise a une
tension comprise entre 1,2 et 1,5 kV dans une source portée a 30 °C. La tension est appliquée
grace a un filament métallique plongé dans la solution de peptides. Les études de spectrométrie de
masse en tandem ont été conduites par sélection des ions précurseurs dans une fenétre de 3 daltons

et dissoci€s par collision avec des atomes d’argon a une €nergie del0 a2 20 eV.

IV.6/ Recherche dans les banques de données

Celle-ci est effectuée en utilisant le site internet MS-Fit dont voici D’adresse:
(http://www.prospector.ucsf.edu/htmlucs3 .0/msfit.htm). La banques de données Swiss-Prot est la
plus couramment utilisée pour la recherche des protéines a identifier. Apres avois soumis la masse
moyenne de chaque pic du spectre de masse MALDI et du spectre de masse en tandem obtenus, la
masse moléculaire de la protéine a +/- 20% et son point isoélectrique a +/- 1 a 2 unités de pH
(informations provenant du gel 2D), la recherche est lancée. Les candidats apparaissent en ordre de
préférence, le premier étant celui pour lequel un nombre maximum de masses peptidiques

soumises correspondent aux masses des peptides théoriques d’une mé€me protéine. Pour les
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données de la séquence peptidique obtenue par MS-MS, la recherche est effectuée sur le site
PeptideSearch (http://www.mann.embi-heidelberg.de/Services/PeptideSearch/PeptideSearchintro.
html) ou MS-Tag (http://prospector.icsf.edulucsfhtmi3.2/mstagfd.htm) et permet dans certains cas

de confirmer I'identité de la protéine.



RESULTATS



ARTICLE 1
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I/ ARTICLE 1

« PROTEOMIC ANALYSIS REVEALS THAT 14-3-3 SIGMA IS
DOWNREGULATED IN HUMAN BREAST CANCER CELLS »

Nous avons développé ’analyse protéomique au laboratoire dans le but d’étudier
signalisation intracellulaire du FGF-2 dans les cellules de cancer du sein MCF-7. Cette
technologie est basée sur la séparation des protéines par électrophorése bidimensionnelle
hautement résolutive et ’analyse informatisée des gels, la digestion trypsique des protéines
d’intérét et leur identification par spectrométriec de masse grice a ’obtention d’une empreinte
peptidique (MALDI-TOF) et/ou d’une séquence en acides aminés de la protéine (MS/MS). Nous
avons donc mis au point cette technologie en travaillant sur des échantillons protéiques issus de
lignées cellulaires cancéreuses (MCF-7 et MDA-MB-231) et de cellules épithéliales normales de
sein, caractérisant et cartographiant ainsi les protéines majeures des cellules épithéliales
mamaires, normales et cancéreuses. Nos résultats regroupés dans la publication qui suit ont
notamment mis en évidence une différence majeure d’expression de la protéine 14-3-3 sigma
entre les cellules normales et cancéreuses, ce qui nous a amené a étudier I’expression de cette

protéine dans un panel d’échantillons de tumeurs primaires mammaires.

Cet article est en révision dans la revue Cancer Research.
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The abbreviations used are : 2-DE, two-dimensional electrophoresis; ACN, acetonitrile;

DTT, dithiothreitol; IEF, isoelectric focusing; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption
ionisation-time of flight; NBEC, normal breast epithelial cells; MAP-kinase, mitogen-activated
protein kinase; PBS, phosphate-buffered saline; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis
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SUMMARY

The class of molecular chaperones known as 14-3-3 is involved in the control of cellular growth
by virtue of its apparent regulation of various signaling pathways, including the Raf / mitogen-
activated protein kinase pathway. In breast cancer cells, the sigma form of 14-3-3 has been
shown to interact with cyclin-dependent kinases and control the rate of entry into mitosis. In
order to test for a direct role for 14-3-3 in breast epithelial cell neoplasia, we have quantitated
14-3-3 protein levels using a proteomic approach based on 2-D electrophoresis and matrix
assisted laser desorption / ionisation mass spectrometry (MALDI-TOF). We show here that 14-
3-3 sigma protein is strongly downregulated in the prototypic breast cancer cell lines MCE-7
and MDA-MB-231 and in primary breast carcinomas as compared to normal breast epithelial
cells. In contrast, levels of the alpha, beta, delta or zeta isoforms of 14-3-3 were the same in
both normal and transformed cells. The data support the idea that 14-3-3 sigma is involved in
the neoplastic transition of breast epithelial cells by virtue of its role as a tumor suppressor; as

such it may constitute a robust marker with clinical efficacy for this pathology.

Keywords : 14-3-3 proteins / proteomic analysis / breast cancer / marker
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INTRODUCTION

Breast cancer is one of the leading causes of death among women, and the identification of new
markers to discriminate tumorigenic from normal cells, as well as the different stages of this
pathology, is of critical importance. The chaperone proteins designated 14-3-3 are a class of
highly conserved proteins of 25- to 30-kDa expressed in all eukaryotic cells; they help to
regulate signal transduction pathways controlling proliferation, differentiation and survival (1).
They associate directly or indirectly with proliferative signal transducing proteins such as PKC,
MEK kinases, PI3-kinase and Raf. Raf-1 activation by 14-3-3 can lead to either cell cycle arrest
or cell proliferation (1, 2, 3). They are able to inhibit Cdc25c, so controlling the entry of human
cells into mitosis (4). The sigma form of 14-3-3 seems to play a particular role in the control of
such kinetics because 1its overexpression causes cell cycle arrest (5). Most importantly, it has
recently been shown that gene expression of 14-3-3 sigma is silenced in breast cancer cells (6)
and that transfection of breast cancer cells with 14-3-3 sigma inhibits cyclin-dependent kinase
activity, and thus cell cycle progression (7), suggesting involvement of 14-3-3 sigma in breast
tumorigenesis. However, there is as yet no clear data that shows that 14-3-3 protein levels
correlate directly with breast cell transformation. Here we have employed a proteomic approach
to rigorously test the hypothesis that levels of 14-3-3 protein correlate with breast epithelial cell
tumorigenesis and may thus constitute a robust new marker for its prognosis. Our results
demonstrate that 14-3-3 sigma protein level may indeed constitute such a marker, and should be

tested for clinical efficacy.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell cultures, tissues, metabolic labeling and sample preparation. Normal human
breast epithelial cells (NBEC) were established as described previously (8) from reduction
mammoplasty (generous gift from Dr Pellerin, Medical University of Lille, France). MCF-7 and
MDA-MB-231 breast cancer cell line maintenance, metabolic labeling and sample preparation
were as previously described (9): briefly, pre-confluent cells were labeled for 12 h with Trans
33S-label (ICN Biomedicals, Belgium) at 50 uCi/ml. For non-labeled protein preparations, cells
were plated onto 100-mm dishes (Costar, France) at 500,000 cells per 10 ml of complete
medium and were starved for 24 h in serum-free medium when they reached pre-confluence.
After labeling, medium was removed and the cells rinsed in ice-cold PBS. Cells were lysed on
ice with lysis buffer (0.3% SDS and 1% 2B-mercaptoethanol), centrifuged (2 min at 10,000 x
g), and the supernatant diluted 1:2 with IEF buffer (9.5% (w/v) urea, 0.8% Nonidet P-40, 10%
2B-mercaptoethanol, 2% 3-10 and 4-8 ampholines and bromophenol blue). The samples were
snap frozen and stored at -80°C. Primary breast tumor tissues were obtained immediatly after
surgical resection at the Centre Oscar Lambret of Lille (France) and stored frozen at -80°C.
About 1 mg of tissue was homogenized in five volumes of buffer (Tris 0.02 M, EDTA 3 mM,
Na,MoO, 10 mM and 1 mM DTT at pH 7.4). The samples were centrifuged at 400 x g for 10
min at 4°C, and the supernatant was diluted 1:2 with IEF buffer. The concentration of proteins

was determined using the Biorad assay (Biorad, France).

2D electrophoresis. 2-DE were performed as previously described (9) with the Investigator
2-D Electrophoresis System from Millipore (France); all reagents were purchased from Oxford
Glycosystems (England). 10 - 30 pl of sample (containing 10° cpm for labeled proteins, or 50
ug proteins for non-labeled samples) was separated by isoelectric focusing (IEF) in rod gels
containing 2% pH 4-8 and 2% pH 3-10 carrier ampholytes. The separation was performed at
20,000 V / hr over 17.5 h. After IEF, the strips were equilibrated twice for 2 min in 0.3 M Tris
Base, 0.075 M Tris HCI, pH 9.0, 3% SDS, 50 mM DTT and 0.01% bromophenol blue. The
second dimensional separation was done using 10% SDS-PAGE for 5 h at 20,000 mW. After

2-DE, the proteins were detected by silver -staining and the gels dried and autoradiographed (X-
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Omat AR Kodak, Sigma). For preparative 2D electrophoresis, 0.5 to 1 mg of protein were

separated by IEF as described above. The gels were then equilibrated twice for 20 min in the
equilibration buffer. After the second dimension, the gels were stained in 0.2% (w / v)

Coomassie blue in 50% methanol and 10% acetic acid.

Computer analysis. Both gels and autoradiographs were scanned (scanner SM3, Pharmacia)
using the Diversity One program (Pharmacia) and analyzed using the MELANIE II program
(BIORAD) on a SUN-SPARC station. Molecular masses and pl were determined after
comparison with reference gels in the SWISS-2DPAGE (Expasy) database
(http://expasy.hcuge.ch/ch2d/ch2d-top.html).

Protein identification by MALDI-TOF. Protein identification was performed as described
(10,11) with modification. Spots were cut out from the gel and washed three times with 400 ul
of a 125 mM ammonium carbonate/acetonitrile (ACN) 1:1 (v/v) solution for 20 min with
shaking. The wash solution was discarded and the pieces were dried at room temperature for 2
h. Enzymatic cleavage was initiated by re-swelling the gel in ammonium carbonate solution (125
mM), whereupon 50 mM acetic acid was added and the digestion finally initiated by adding 50
mM acetic acid containing 7-7.5 units of trypsin (Promega, France). After absorption of the
protease solution, aliquots (5 ul) of pure water were added sequentially. The gel slices were
placed in an Eppendorf tube and a minimum volume of water was added to totally immerse the
gel pieces. The digestion was carried for 12-16 h at 37 °C. The liquid was collected and the
resulting peptides recovered after two extractions with a solution containing 45% acetonitrile /
10% formic acid. To recover very hydrophobic peptides, a third extraction with 95% acetonitrile
/ 5% formic acid was performed. The extract was finally dried using a Speed Vac-concentrator

(Savant).

MALDI-TOF analysis of trypsin digests WAS performed on a Vision 2000 (Finnigan, Bremen)
reflector instrument in positive ion mode at an accelerating voltage of 6 kV. Peptides were
resuspended in CH,CN/H,O (1:1) containing 0.5% formic acid of which 0.5 pul was mixed
directly onto the target with 1 ul of 2,5 dihydroxy benzoic acid matrix solution (10 mg/ml in
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CH,0H/H,0, 7:3). Between 30 to 50 laser shots were accumulated to obtain a final spectrum.

Mass measurements were then made after peak smoothing and internal calibration using the
average mass of the two autolysis trypsin fragment ions at m/z 843.014 and 2212.425, resulting
in mass accuracy better than 0.3 Dalton. Protein sequence database searching was performed
using MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu/htmlucsf3.0/msfit.htm) using the average molecular
weight of [M+H]" peptide ions.
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RESULTS

Proteomic determination of breast proteins. A proteomic approach was employed in
order to examine the levels of protein expression of the different forms of 14-3-3 in normal and
tumorigenic breast epithelial cells. Figure 1 illustrates the 2-DE separation of *S-labeled
proteins from primary culture of normal breast epithelial cells. More than 1,000 polypeptides
were detected on autoradiograms and localized between pl 4-8 and molecular mass range 20-
200 kDa. Computer analysis of the autoradiograms allowed determination of molecular masses
and isoelectric point after comparison with standard 2-DE gels of the Swiss-2DPAGE database.
In total, we were able to identify 50 spots (corresponding to 35 different proteins) in 2-DE gels
using MALDI-TOF analysis: the positions of some of the identified proteins are shown in
Figure 1. All identified spots can be considered as abundant proteins as they are detectable with
Coomassie blue. For each identified protein, more than 70% of the trypsin generated fragments
matched with theoritical masses. For example, in case of annexin III, 14 fragments were
generated by trypsin digestion and the mass of 8 of them matched with the theoritical masses
obtained for annexin III tryptic fragments in sequence database. Some of these proteins, such as
the cytoskeletal elements actin, alpha-actinin, B-tubulin, vimentin and tropomyosins, have
already been described in breast cancer cells. Some signal-related proteins (annexins, numatrin,

rho GDI) were also detected.

Characterization and quantification of the 14-3-3 proteins. The spots corresponding
to the expected positions for 14-3-3 (between 15 - 35 kDa, and pH 4-5), not been previously
reported for breast epithelial cells, were also isolated and then subjected to trypsin digestion and
MALDI-TOF. Several members of the 14-3-3 protein family were identified. The MALDI-TOF
spectra obtained after trypsin digestion are shown in Figure 2 and allow the characterization of
alpha/beta, delta/zeta and sigma forms. The masses of the tryptic fragments of 14-3-3 sigma that
were used for the identification are reported in Table 1. After database searching, matching
masses represent more than 70% of the fragment masses obtained, with a difference between
measured and calculated masses below 0.2 Da. The isoform alpha/beta represents different

levels of phosphorylation of the same protein, as does the isoform delta/zeta (1); this
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presumably explains the elongated form observed for the spots corresponding to these isoforms

in 2-DE gels.

The distribution of these isoforms in normal breast epithelial cells, and the prototypical cancer
cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 and in three representative primary tumors are shown in
Figure 3, and their quantitation in Figure 4. The isoforms alpha/beta and delta/zeta of 14-3-3
showed no significant variation in their expression, whereas the sigma isoform, detected as a
major spot in normal breast cells, was clearly down-regulated in MCF-7 and MDA-MB-231
cells as well as in breast carcinomas. Careful examination of the spot reveals two forms of 14-3-
3 sigma which migrate differently in IEF, suggesting that it is subject to different levels of
phosphorylation as has been described for the alpha/beta and delta/zeta forms (1). Figure 5
shows the quantification of the 14-3-3 sigma protein in 35 primary breast carcinomas compared
to normal breast epithelium cells. The level of 14-3-3 sigma was found to be at an average of
10-fold lower in breast carcinomas than in normal breast epithelium cells. In all breast
carcinomas studied, the quantity of 14-3-3 sigma was downregulated compared to normal breast

epithelium and was even not detected in 5/35 samples.
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DISCUSSION

In this study we have used proteomic profiling of human breast epithelial cells by 2-D
electrophoresis and mass spectrometry to establish that the sigma form of the 14-3-3 protein is
down-regulated in breast cancer cells as compared to normal breast epithelial cells. As these
proteins are modulators of transduction signals related to cellular growth, our results suggest
this down-regulation contributes to the deregulation of growth observed in breast cancer. The
hypothesis that 14-3-3 sigma may constitute a marker for the discrimination of non-cancerous

from breast cancer epithelial cells is thus supported by the study.

The widely expressed and highly conserved protein forms of 14-3-3 (alpha, beta, delta, sigma,
zeta) help regulate those signaling pathways controlling cell proliferation, differentiation and
survival (1). They are known to associate directly or indirectly with such signaling proteins as
Raf, MEK kinase, PI3-kinase and cdc-25, although the precise molecular mechanism by which
14-3-3 proteins regulate these elements remains unclear (1). Recently, Tzivion et al. (2) and
Roy et al. (3) have shown that Raf activation requires formation of a complex containing Raf
and 14-3-3 forms, and that the cellular levels of 14-3-3 have a significant impact on the control
of Raf-1 activity. Varying levels of Raf-1, MEK kinase, PI3-kinase and cdc-25 activation may
account for the ability of 14-3-3 to induce either cell cycle arrest or cell proliferation (1, 4, 5,
12). Together these data strongly suggest that certain levels of 14-3-3 expression are critical for
the control of cell growth, and that the down-regulation of 14-3-3 sigma observed in breast

cancer cells is involved in the neoplastic transformation.

Interestingly, we have shown here that the amounts of the alpha, beta, zeta and delta forms of
14-3-3 do not significantly vary between normal and cancer cells, suggesting that it is only the
regulation of the sigma form of 14-3-3 that is related to neoplastic transformation. In
keratinocytes and in bladder, the expression of 14-3-3 sigma is lower in transformed cells than
in normal cells (13, 14), although other forms of 14-3-3 were not monitored. The sigma form
of 14-3-3 is a p53-regulated inhibitor of G2/M progression and its overexpression can cause cell

cycle arrest (5). In addition, it is able to both upregulate cdc2 phosphorylation via Weel (15)
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and downregulate cdc25c (4), so controlling the entry of cells into mitosis by maintaining the
G2 checkpoint (16). Recently it was also demonstrated that 14-3-3 sigma directly associates
with cyclin-dependent kinases to negatively regulate cell cycle progression (7). Gene expression
of 14-3-3 sigma was found 7-10 fold lower in breast cancer cells than in normal breast cells
(17, 6) due to the high frequency of hypermethylation of the 14-3-3 sigma locus (6). We found
here that the 14-3-3 sigma protein is present in breast cancer biopsies in a level which is at an
average of 10-fold lower than in normal breast epithelial cells. Interestingly, Fergusson et al (6)
have reported that mRNA for 14-3-3 sigma was undetectable by Northern blot analysis in 45/48
primary breast carcinomas studied; in contrast, we have detected the 14-3-3 sigma protein in
30/35 primary tumor samples, indicating the high sensitivity provided by proteomic analysis.
The higher level of 14-3-3 sigma in normal breast epithelial cells may therefore contribute to the

prevention of the high cellular proliferation characteristic of the transformed phenotype.

Like breast cancer cells, normal breast epithelial cells express specific tyrosine kinase receptors
for peptides such as nerve growth factor (NGF; 18) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2;
19). Both NGF and FGF-2 activate the Ras/Raf/MAP-kinase pathway in breast cancer cells,
resulting in stimulation of the cell proliferation (18, 20). However, neither NGF nor FGF-2 has
a mitogenic effect on normal breast epithelial cells (18, 21). Paradoxically, therefore, normal
breast epithelial cells express both NGF and FGF receptors but do not proliferate in response to
either cognate factor. The reason for the lack of sensitivity to these mitogens is not understood,
but the growing body of evidence implicating 14-3-3 sigma involvement in cell cycle
progression suggests that the high level we have found in normal cells may block the mitogenic
effect of such growth factors. These data support the idea that the expression of 14-3-3 sigma in
normal breast epithelial cells participates in the control of cellular growth by preventing
proliferation, whereas in breast cancer cells the down-regulation in 14-3-3 sigma allows growth

factor stimulation and cell cycle progression.

This study also confirms that proteomic analysis is a powerful tool for the discovery of such
molecular markers. Complementing the burgeoning field of genomics, proteomic analysis

allows the characterization of picoquantities of proteins with mass spectrometry and thus
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changes in the levels inherent to the pathophysiology of any cell type, tissue or whole organism
(22). It has always been hoped that it would allow the identification of markers to discriminate
cancerous from normal cells, as well as the different stages of this pathology. As demonstrated
here, proteome analysis may well become central to the discovery of new indicators for the

diagnosis and prognosis of cancer progression.

In conclusion, our data suggest that the down-regulation of 14-3-3 sigma is involved in breast
epithelial cell transformation and subsequent sensitivity to growth factors. This protein form
should therefore be considered as a marker for the non-cancerous state for breast epithelial cells.

Clearly it has potential at the clinical level as a robust marker for the early detection of breast

cancer.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Proteomic profiling of normal breast epithelial cells. 2-DE was performed with
Trans **S-labeled proteins. Molecular masses (ordinate, in kDa) and pl (abscissa) values were
determined from human gels in the SWISS-Prot database. The major proteins were determined
by MALDI-TOF after trypsin digestion. Abbreviations : Anx, annexin; CK, cytokeratins; Calx,
calnexin ; crtc, calreticulin; GRP, glucose-regulated protein; GST, glutathione S-transferase;
G3PDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HSP, heat-shock proteins; LDH, lactate
dehydrogenase; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PDI, protein disulfide isomerase;
PGM, phosphoglycerate mutase; RhoGDI, Rho GTP-dissociation inhibitor 1; SODM,

superoxide dismutase; TCTP, transcriptionally-controlled tumor protein; thio. peroxidase,

thioredoxin peroxidase; TM, tropomyosin; vim,vimentin; 14-3-3: o, sigma; «, alpha; [3, beta; J,

delta; (, zeta. The area of the gel used as the basis for Fig. 3 is framed.

Figure 2. MALDI-TOF peptide-mass fingerprint spectrum of the tryptic digest of 14-3-3
proteins (A : alpha/beta form, B: delta/zeta form, C : sigma form) of human breast epithelial

cells. Peaks designated with an asterisk indicate the trypsin autolytic fragments.

Figure 3. Two-dimensional silver-stained gel portions encompassing 14-3-3 proteins obtained
from different cell types. A) normal breast epithelial cells, B) MCF-7, C) MDA-MB-231, D- E-

F) representative primary breast tumors.

Figure 4. Quantitation of the levels of 14-3-3 spot intensity in normal breast epithelial cells and
in the MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines seen in Fig.3. The 2-D gels were scanned at high

resolution and analyzed with Melanie II software.

Figure 5. Quantitation of the levels of 14-3-3 sigma in primary tumors. The 2-D gels obtained
for each of the 35 primary tumor samples were scanned at high resolution and analysed with

Melanie II software.
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Table 1. MALDI-TOF identification of 14-3-3 sigma. The tryptic fragment masses (indicated

in Daltons) that were obtained and their corresponding match to theoretical masses are listed
(Fig. 2). The amino acid sequences were deduced from the tryptic fragments after database
searching. Abbreviations: MSO, oxidised methionine; Cys-PAM, reduced cysteine with

acrylamide adducts.
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Figure 3
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Table 1

Masses MH+ Delta | Start | End | Peptide sequence
Submitted | matched | Mass |amino|amino|{ consistent with |Modifications
(Da) | acid | acid mass

669.76 669.841 0.081 118 122 | VFYLK -
729.68 729.814 0.134 50 56 [NVVGGQR -
816.69 816.889 0.199 12 18 |LAEQAER -
1055.14 1055.237 | 0.097 161 169 |EMPPTNPIR -
1071.19 1071.236 | 0.046 161 169 |EMPPTNPIR MSO(162)
1122.98 1123.179 | 0.199 33 41 |GEELSCEER Cys-PAM (38)
1190.34 1190.443 | 0.103 215 224 |DSTLIMQLLR -
1206.28 1206.442 | 0.162 215 224 |DSTLIMQLLR MSO(220)
1547.72 1547.575 |-0.1448 | 69 82 |SNEEGSEEKGPEVR -




ARTICLE 2




129

II/ ARTICLE 2

« THE MITOGENIC SIGNALING PATHWAY FOR FIBROBLAST
GROWTH FACTOR-2 INVOLVES THE TYROSINE
PHOSPHORYLATION OF CYCLIN D2 IN MCF-7 HUMAN
BREAST CANCER CELLS »

Les travaux précédents de notre laboratoire ont montré une activité mitogéne du FGF-2
sur des lignées cellulaires de cancer du sein, dont les cellules MCF-7 qui possedent les deux
types de récepteurs aux FGFs: les récepteurs de haute affinité a activité tyrosine kinase (FGFR)
et les sites de fixation de basse affinit€¢ (HSPG) (Peyrat et al, 1991, 1992; Delehedde et al,
1995; Fernig et al, 2000; Nurcombe et al, 2000). Afin de mieux comprendre le mécanisme
d’action intracellulaire du FGF-2 menant a la stimulation de la prolifération, nous avons cherché
a identifier des voies de signalisation activées par la fixation du FGF sur le FGFR en utilisant
des inhibiteurs pharmacologiques et avons étudi€é les modifications de tyrosine-

phosphorylations induites par le FGF-2 dans les cellules MCF-7 grice a des anticorps

spécifiques et au couplage électrophorese/spectrométrie de masse.

Cet article a été publié dans FEBS Letters (vol. 478, pp.209-215, 2000).
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Abstract Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) is mitogenic for
the human breast cancer cell line MCF-7; here we investigate
some of the signaling pathways subserving this activity. FGF-2
stimulation of MCF-7 cells resulted in a global increase of
intracellular tyrosine phosphorylation of proteins, particularly
FGF receptor substrate-2, the protooncogene product Src and
the mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) cascade. A
major increase in the tyrosine phosphorylation of a 30-kDa
protein species was also found. This protein was identified as
cyclin D2 by mass spectrometry after trypsin digestion.
Immunoprecipitation of cyclin D2 and immunoblotting with
anti-phosphotyrosine antibodies confirmed that the tyrosine
phosphorylation of cyclin D2 was indeed induced by FGF-2
stimulation. In addition, pharmacological inhibition of Src (with
herbimycin A and PP2), and of the MAP kinase cascade (with
PD98059), confirmed that Src activity is required for the FGF-2-
induced phosphorylation of cyclin D2 whereas MAP kinase
Aactivity is not. Thus, tyrosine phosphorylation of cyclin D2 may
be a key regulatory target for FGF-2 signaling. © 2000 Fed-
eration of European Biochemical Societies. Published by Else-
vier Science B.V. All rights reserved.

Key words: Fibroblast growth factor-2; Signaling pathway;
Cyclin D2; Breast cancer cell

1. Introduction

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2), the most studied mem-
ber of the FGF family. of growth factors, has been isolated
from a large variety of tissues and various effects of this mol-
ecule have been reported for the control of cellular growth,
differentiation and migration [1]. FGF-2 activates its target
cells by binding to specific tyrosine kinase receptors (FGFRs)

*Corresponding author. Fax: (33)-3-20 43 40 38.
E-mail: hubert.hondermarck@univ-lillel.fr

Abbreviations: ERK, extracellular regulated kinase; FGF, fibroblast
growth factor; FGFR, fibroblast growth factor receptor; FRS2, fi-
broblast growth factor receptor substrate-2; MALDI-TOF, matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight; MAP kinase, mito-
gen-activated protein kinase; MEK, MAPK/ERK kinase; PI3 kinase,
phosphatidyl-inositol 3’ kinase; PMA, phorbol 12-myristate 13-ace-
tate

on the cell surface, which immediately induces transient phos-
phorylation on their tyrosine residues [2]. The activated
FGFR further associates with, and phosphorylates a set of
cytoplasmic signaling molecules containing SH2 domains,
which in turn activate several pathways, and in particular
the mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) cascade.
The MAP kinase pathway ultimately leads to the regulation
of gene expression essential for proliferation [3]. However, a
variety of signaling pathways has been described in the diverse
cellular systems used to study FGF intracellular signaling, and
a complete model for one defined cell type has yet to be
established. .

The role of FGFs in tumor progression includes the stim-
ulation of cancer cell growth and metastasis as well as angio-
genesis [1,4]. In breast cancer, the overexpression of FGF
family members as well as FGFRs has been reported in a
significant percentage of breast tumors [5-10]. Moreover,
high levels of FGF have been detected in sera from patients
with breast cancer [11]. We and others have found that FGF-2
is a strong mitogen for the prototypic MCF-7 breast cancer
cell line [12-14] and that this activity involves a recruitment of
GO cells into the cell cycle, as well as a shortening of the Gl
phase [15]. Under other experimental conditions, FGF-2 has
been shown to inhibit breast cancer cell growth [16,17], under-
lining the pleiotrophic activities of this growth factor. How-
ever, the transfection of MCF-7 cells by FGFs induces a pro-
gression towards an aggressive and metastatic phenotype,
supporting a role for autocrine and paracrine involvement
of FGFs during malignant progression [18,19]. Interestingly,
Liu et al. (1999) have shown that functional Rac-1 and Nck
are required for FGF-2-induced proliferation in MCF-7 cells
[20]. However, to date, the intracellular signaling pathways for
the FGF-2 stimulation of breast cancer cells remain largely
unknown.

In the present study, we have explored the signaling path-
ways involved in the mitogenic effect of FGF-2 in MCF-7
cells. Our results show that FGF-2 induces the activation of
FGFR, FRS2, Src and the MAP kinase. Moreover, pharma-
cological inhibition indicated that the activation of both Src
and the MAP kinase cascade is required for FGF-2 mitoge-
nicity. Interestingly, a strong increase in the tyrosine phos-
phorylation of a 30-kDa protein was found to be induced
by FGF-2; this protein was identified as cyclin D2 by mass
spectrometry. The induction of tyrosine phosphorylation of

0014-5793/00/$20.00 © 2000 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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cyclin D2 by FGF-2 stimulation was further confirmed using
specific antibodies.

2. Materials and methods

2.1. Materials

FGF-2 was from Amersham (France). The pharmacological inhib-
itors PD98059, K252-a, herbimycin A and PP2 were from Calbiochem
(France) and genistein was from Sigma (France). All the cell culture
products were from Bio-Whittaker (Belgium) except insulin (Organon,
France), fibronectin (Falcon-Biocoat, France) and transferrin (Sigma,
France). The petri dishes were purchased from Greiner (Fisher,
France). The antibodies against phosphotyrosine (PY99), FRS2,
ERK-1, and cyclin D2 were purchased from Santa Cruz Biotechnol-
ogy (Tebu, France). The rabbit polyclonal anti-FGFR (nominally
against R1) was from UBI (Euromedex, France). Trypsin was pur-
chased from Promega (France).

2.2. Cell culture

MCF-7 human breast cancer epithelial cells were obtained from the
American Type Culture Collection. They were cultured between pas-
sages 15-25 in minimal essential medium (Earle’s salts) supplemented
with 20 mM HEPES, 2 g/l sodium bicarbonate, 10% fetal calf serum
(FCS), 1% non-essential amino acids, 2 mM vL-glutamine, 5 pg/mi
insulin, 40 U/ml penicillin~streptomycin, 50 pg/ml gentamicin, Cells
were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,.

2.3. Cell growth assay

MCF-7 cells were seeded at 30000 cells/ml in 35-mm dishes in
complete medium. When 40% confluence was reached, cells were
washed twice and starved in a serum-free medium containing fibro-
nectin (2 pg/ml) and transferrin (30 pg/ml) for 24 h. Cells were then
treated for 48 h with FGF-2 (10 ng/ml) in fresh serum-free medium in
the presence of various inhibitors at different concentrations: 1-100
uM genistein, 5 nM K-252a, 1-100 uM PD98059, 25-100 nM herbi-
mycin A, 5-15 nM PP2. After 48 h of treatment, cell numbers were
determined after trypsinization of the monolayer culture with 0.25%
trypsin/EDTA solution. In parallel with the experiments with FGF-2,
MCF-7 cells were treated with the same inhibitors in control serum-
free medium to ensure that the effect of each compound on FGF-2-
induced proliferation was not due to a non-specific toxicity.

2.4. Cell lysate preparation

Cells were seeded in 100-mm dishes at 500000 cells per dish. They
were grown to pre-confluency and then made quiescent in serum-free
MEM for 24 h. Pretreatment of cells by 10 pM pervanadate before
addition of FGF-2 was performed for 10 min. FGF-2 was then di-
rectly added to the medium (10 ng/ml) for another 10 min. When
inhibitors were used, they were added directly into the medium at
the required concentration 50 min before pretreatment with pervana-
date. Cells were rinsed with cold PBS containing 100 uM orthovana-
date. Cell lysates were prepared by adding 200 ui of immunoprecipi-
tation (IP) lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 1%
Nonidet P-40, 0.1% SDS, supplemented with the following inhibitors:
orthovanadate, PMSF, and Na,P,0O; at 1 mM, leupeptin and apro-
tinin at 10 pg/ml, pepstatin at 1 pg/ml) to each dish, kept 15 min on
ice, transferred to 1.5 ml Eppendorf tubes, boiled for 10 min, and
centrifuged for 2 min at 10000x g. The supernatants were stored at
—80°C. Protein content in cell lysates was measured with the Bio-Rad
protein assay.

2.5. Immunoprecipitation and Western blot analysis
Immunoprecipitations were performed by incubation of cell lysates
(500 ug protein) at 4°C for 2 h with the appropriate antibody, fol-
lowed by incubation of the immunocomplexes with protein A-agarose
10% (Sigma) beads for 1 h at 4°C. The beads were then washed three
times with the IP buffer. The immunocomplexes were resuspended in
Laemmli sample buffer, boiled for 5 min and subjected to 10% SDS-
PAGE. Proteins were transferred onto nitrocellulose membrane
(Schleicher and Schuell). The membranes were immersed for 2 h at
room temperature in blocking buffer: Tris-buffered saline, 0.1%
Tween-20 containing 5% non-fat dry milk (for detection of FGFR,
ERK, and cyclin D2), 1% non-fat dry milk (for detection of FRS2) or
3% BSA (for detection of phosphotyrosine), and were then incubated
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overnight at 4°C with the appropriate antibody. The membranes were
then incubated with the appropriate secondary antibody for 1-2 h
and, after extensive washing, antibody complexes were detected by
the enhanced chemoluminescence (ECL) Western blotting detection
system according to the manufacturer’s instructions (Amersham).

2.6. Src kinase assay

Src kinase activity was determined by immunoprecipitation with the
anti-Src monoclonal antibody 327 [21]. The antibody complexes were
washed 3 times with lysis buffer and once with kinase buffer (30 mM
Tris pH 7.4, 10 mM MnCl;), and were subsequently incubated in 50
pl of kinase buffer containing 10 uCi of (y-32P)-ATP and 2 ug acid-
denatured enolase (Sigma) at room temperature for 10 min. The phos-
phorylated proteins were resolved by 7.5% SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose, visualized by autoradiography and bands quantitated
using NIH Image software. Subsequently, immunoblot analysis was
performed using the anti-Src-2 antibody [21] and quantitated by fluor-
imaging (Molecular Dynamics) with the ECL+reagent (Amersham
Pharmacia) procedure. The results of at least six separate experiments
were averaged and the standard deviation calculated.

2.7. Mass spectrometry analysis

Protein identification was performed as described [22,23] with mod-
ifications. Silver nitrate-stained proteins were cut out from the gel and
washed three times with 400 pl of a 125 mM ammonium carbonate/
acetonitrile (ACN) 1:1 (v/v) solution for 20 min with shaking. The
wash solution was discarded and the pieces of gel were dried at room
temperature for 2 h. Enzymatic cleavage was initiated by re-swelling
the gel in ammonium carbonate solution (125 mM); 50 mM acetic
acid was then added, and finally the digestion was initiated by adding
50 mM acetic acid containing 7-7.5 units of trypsin (Promega). After
absorption of the protease solution, aliquots (5 pl) of pure watet were
added sequentially. The gel slices were placed in an Eppendorf tube
and a minimum volume of water was added to totally immerse the gel
pieces. The digestion was carried for 12-16 h at 37°C. The liquid was
collected and the resulting peptides recovered after two extractions
with a solution containing 45% acetonitrile and 10% formic acid.
To recover very hydrophobic peptides, a third extraction with 95%
acetonitrile, 5% formic acid was performed. The total extract was then
dried using a Speed Vac-concentrator (Savant).

MALDI-TOF analysis of trypsin digests was performed on a Vision
2000 (Finnigan, Bremen, Germany) reflector instrument in positive
ion mode at an accelerating voltage of 6 kV. Peptides were resus-
pended in CH;CN/H,0 (1:1) containing 0.5% formic acid of which
0.5 ul were mixed directly onto the target with 1 wl of 2,5-dihydroxy
benzoic acid matrix solution (10 mg/ml in CH3;OH/H,0, 7:3). Be-
tween 30 and 50 laser shots were accumulated to obtain the final
spectrum. Mass measurements were then finalized after peak smooth-
ing and internal calibration using the monoisotopic mass of the two
autolysis trypsin fragment and DHB matrix ions respectively at
2211.1, 842.8 and 273.04, resuiting in mass accuracy better than 0.2
Da. Protein database searching was performed using MS-Fit (http://
prospector.ucsf.edu/htmlucsf3.0/msfit.htm) according to the average
molecular weight of [M+H]* peptide ions.

3. Results

3.1. Pharmacological inhibition of FGF-2 mitogenic effect
MCEF-7 cells were treated with each inhibitor in the pres-
ence of FGF-2, and the cell number measured after 2 days of
treatment. For each inhibitor used we determined the dose-
response for the inhibition of FGF-2 mitogenic activity (data
not shown). Genistein inhibited the proliferation induced by
FGF-2 (Fig. 1), confirming that FGF-2 stimulates cell growth
through tyrosine kinase pathways. In contrast, a specific in-
hibitor of the NGF receptor (TrkA) tyrosine kinase, K-252a,
which inhibits NGF-induced proliferation in MCF-7 cells [24],
had no effect on FGF-2-induced proliferation (Fig. 1). Herbi-
mycin A and PP2 are known to inhibit Src and Src-related
kinases by binding to their SH2 domains. These two inhibitors
markedly decreased the mitogenic activity of FGF-2 (Fig. 1),
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Fig. 1. Pharmacological inhibition of FGF-2 mitogenic activity on
MCEF-7 cells. Quiescent MCF-7 cells were stimulated with FGF-2
(10 ng/ml) for 48 h with or without inhibitors (genistein 10 uM, K-
252a 5 oM, PD98059 10 puM, herbimycin A 25 nM, PP2 15 nM)
and the cell number determined. For each inhibitor, a dose~response
curve was generated and only the effect for the optimal concentra-
tion is presented here. Results represent the average of triplicate de-
terminations for two independent experiments.

suggesting that Src kinase activity is involved in the signaling
of this growth factor. In contrast, the PI3 kinase inhibitor
wortmannin (5-15 nM) had only a slight inhibitory effect on
the mitogenic activity of FGF-2, even when the medium was
changed after 24 h of treatment (data not shown). This indi-
cates that PI3 kinase is probably not ¥rucial for the mitogen-
esis induced by FGF-2 in breast cancer cells. MAP kinase
pathway involvement in the FGF-2 mitogenic effect in
MCF-7 cells was investigated using the synthetic MEK-1 in-
hibitor, PD98059. At a concentration of 10 uM, the mitogenic
effect of FGF-2 was completely inhibited (Fig. 1), demonstrat-
ing that MAP kinase activity is necessary for the mitogenic
stimulation of MCF-7 cells by FGF-2.

3.2. Tyrosine phosphorylation induced by FGF-2

The tyrosine phosphorylation induced by FGF-2 in MCF-7
cells was studied after immunoprecipitation and Western blot-
ting of cell lysates using an anti-phosphotyrosine antibody.
Several bands with apparent molecular weights of 110, 95,
90, 85-70, 64, 60, 45 and 30 kDa were found phosphorylated
after 10 min of stimulation with FGF-2 (Fig. 2). The 45-kDa
protein has a molecular weight corresponding to the ERK-1/2
isoforms known to be regulated by growth factors; the 60—
64-kDa band could correspond to ERK-4 and/or Src, which
have a molecular mass of about 60 kDa and are also reported
to be phosphorylated by MEK in response to growth stimuli
{31
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Fig. 2. FGF-2-induced tyrosine phosphorylation. Cells were stimu-
lated with 10 ng/ml of FGF-2 in serum-free medium for 10 min as
described in Section 2. Cell lysates were immunoprecipitated with
anti-phosphotyrosine antibodies and subjected to immunoblot analy-
sis with the same antibody. Molecular weight is indicated in kDa.
The arrow indicates the position of the 30-kDa band which has
been subjected to analysis by mass spectrometry.

3.3. FGFR, FRS2, Src and MAP kinase activation

We used a polyclonal antibody to immunoprecipitate
FGFR-1, and its activation was detected by immunoblotting
with anti-phosphotyrosine antibodies. Tyrosine phosphoryla-
tion of the FGFRs was observed after 10 min of stimulation
by FGF-2 (Fig. 3A). Differences observed in FGFR phos-
phorylation were not due to differences in protein quantity,
as we reprobed the membrane with the anti-FGFR antibody.
Similarly, FGF-2 induced the tyrosine phosphorylation of the
FGF receptor substrate FRS2, a membrane-anchored docking
protein involved in the activation of the Ras/MAP kinase
cascade through FGFR (Fig. 3B).

As we have shown an inhibition of FGF-2-induced prolif-
eration by herbimycin A and PP2, we further studied Src

0 10 30 0 10 30

Fig. 3. Activation of FGFR, FRS2, and MAP kinase. Cells were ex-
posed to 10 ng/ml of FGF-2 for 10 min. Cell lysates were prepared
as described in Section 2 and immunoprecipitated with anti-FGFR
(A) or anti-FRS2 antibodies (B). The immunocomplex was resolved
by SDS-PAGE and immunoblotted with anti-phosphotyrosine anti-
bodies. C: MAP kinase activation. Cells were stimulated for the in-
dicated times with FGF-2 at 10 ng/ml. Lysates were immunoprecipi-
tated with anti-ERKI antibodies and immunoblotted with anti-
phosphotyrosine or anti-ERK1 antibodies.
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Fig. 4. Quantitation of Src kinase activity. MCF-7 cells were ex-
posed to different concentrations (0, 5, 10. 50 ng/ml) of FGF-2 and
for 0, 10 or 30 min with 10 ng/ml FGF-2. Src kinase activity was
determined by immunoprecipitation with the anti-Src monoclonal
antibody 327 and in vitro kinase assays performed using enolase as
a substrate. The density of the enolase bands was then quantitated
using calibrated densitometry. Representative enolase bands appear
above the graph. Each bar represents the mean+S.D. of six replicate
cell preparations.

activation. Because the Src protein can be phosphorylated on
tyrosine in an inactive, as well as an active state [25], we used
an in vitro kinase assay in the manner of LaVallee and co-
workers [21] to determine the effects of FGF-2 on Src activity.
The activity of Src was not stimulated by 5 ng/ml FGF-2 in
the MCF-7 cells, but was markedly stimulated by 10 ng/ml; at
50 ng/ml it was already starting to be inhibited (Fig. 4). Max-
imal activity for the FGF-2 was reached within 10 min,
whereafter it declined. Quantitative fluorimaging results using
the ECL+visualizing reagent demonstrated that although
there were changes in Src activities brought about by FGF-
2, there were no major changes in the general Src pool at any
of the times or concentrations tested (data not shown).

To visualize MAP kinase activation, extracts of MCF-7
cells were immunoprecipitated with an ERKI-specific anti-
body and immunoblotted for phosphotyrosine. MAP kinases
(p42, p44) were slightly phosphorylated in control, unstimu-
lated cells, whereas treatment with FGF-2 resulted in a rapid
and transitory activation of MAP kinase (Fig. 3C). To dem-
onstrate equal loading of proteins, the blot was stripped and
reprobed with a MAP kinase antibody, which recognized both
the phosphorylated and non-phosphorylated forms. The use
of specific ERK2 antibodies showed the same result, although
the signal was less strong (data not shown).
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Fig. 5. MALDI-TOF peptide mass fingerprint spectrum of the 30-
kDa phosphotyrosyl protein regulated by FGF-2. The band corre-
sponding to the 30-kDa phosphotyrosy! protein that we found regu-
lated by FGF-2 (indicated by an arrow in Fig. 2) was cut out from
a silver-stained gel of anti-phosphotyrosine immunoprecipitated ma-
terial and submitted to trypsin digestion and MALDI-TOF mass
spectrometry as described.

3.4. Detection of cyclin D2 tyrosine phosphorylation induced by
FGF-2

As shown in Fig. 2, there was a major increase in the tyro-
sine phosphorylation of a 30-kDa protein induced by FGF-2
stimulation. None of the antibodies that we used recognized
this 30-kDa protein. Consequently, we used mass spectrome-
try to identify this protein. The band corresponding to the 30-
kDa protein was cut out and submitted to in-gel trypsin di-
gestion. MALDI-TOF analysis revealed a spectrum of tryptic
peptides (Fig. 5). This allowed the identification of the 30-kDa
protein as the cyclin D2, with 4/6 matched tryptic peptides
covering 10% of the protein sequence (Table 1). MALDI-TOF
mass spectrometry is a powerful method for characterization
of proteins after database searching [22,23,26]. However, this
method does not monitor the entire population of peptides
resulting from the tryptic digestion of a protein. This results
from differences in the charge and mass of the ion species
generated after trypsin digestion, which leads to the preferen-
tial protonation of the low mass, and more basic peptides. It
should be emphasized that only small or basic peptides can be
detected in MALDI-TOF. Thus, the identification of a protein
is based on the fingerprint of the molecule obtained after
trypsin digestion, and not on the characterization of the entire
molecule. Differences in amino acid sequence between the
different categories of cyclin D (1, 2 or 3) are important
and the fragments that we have obtained specific identify
the D2 form. In particular, we have observed a tryptic frag-
ment of 1667.90 Da corresponding to the N-terminal end of
cyclin D2, which does not exist in cyclins D1 and D3. The
tyrosine phosphorylation of cyclin D2 by FGF-2 was further

Table 1

Peptide mass fingerprint of the 30-kDa phosphotyrosyl protein

Masses MH™* Delta Start amino End amino Peptide sequence consistent with mass Modifications
submitted matched Da acid acid

1636.00 1636.8157 . 0.2157 180 193 (K) HAQTFIALCATDFK (F) -

1667.90 1667.8362 0.0638 1 13 (-)MELLCHEVDPVRR (&) -

1924.10 1923.9131 0.1869 57 71 (R) RMVATWMLEVCEEQK (C) -

1955.70 1955.9029 —0.2029 57 71 (R) RMVATWMLEVCEEQK (C) 2 Met-ox

Tryptic fragment masses obtained by MALDI-TOF analysis (Fig. 5) are listed. The amino acid sequences shown are deduced from the trypsin
fragments after database searching. Abbreviations: Met-ox: oxidated methionine.
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Fig. 6. A: Immunoblotting with anti-cyclin D2. MCF-7 cells were
stimulated by FGF-2 (10 ng/ml) for 10 min and cell lysates immu-
noprecipitated with anti-phosphotyrosine or anti-D2 antibodies.
After SDS-PAGE, immunobiotting was performed with anti-D2
antibodies using anti-goat antibodies as control. B: Tyrosine phos-
phorylation of cyclin D2. MCF-7 cells were exposed to FGF-2 (10
ng/ml) for 10 min with or without PD98059 (20 uM) or PP2 (50
nM). Cell lysates were immunoprecipitated with anti-D2 antibodies
and immunoblotting performed with anti-phosphotyrosine antibod-
ies.

confirmed using specific antibodies. As shown in Fig. 6A,
when we performed immunoprecipitation with either anti-
phosphotyrosine or anti-cyclin D2 antibodies, followed by
immunobilotting for cyclin D2, we detected the same band
at 30 kDa. In addition, immunoprecipitation of cyclin D2
followed by immunoblotting with anti-phosphotyrosine anti-
bodies confirmed that tyrosine phosphorylation of cyclin D2
is induced by FGF-2 and that this phosphorylation is inhib-
ited by PP2 but not by PD98059 (Fig. 6B).

4. Discussion

In this study, we have examined the intracellular signaling
pathway involved in the FGF-2 mitogenic stimulation of the
breast cancer cell line MCF-7. Immunoblot analysis of phos-
photyrosyl proteins from MCF-7 cells revealed changes in the
tyrosine phosphorylation of several bands. Specifically, FGF-
2 induced an increase in the activation of FGFR, FRS2, Src
and MAP kinase. We further detected a 30-kDa protein
whose tyrosine phosphorylation was induced by FGF-2; this
we identified with mass spectrometry and immunoblotting as
cyclin D2.

The FGFR complement was rapidly tyrosine phosphorylat-
ed after FGF-2 stimulation of MCF-7 cells. To date, four
distinct members of the FGFR family have been described
(fig or FGFR-1, bek or FGFR-2, FGFR-3 and FGFR-4)
and are known to be expressed in breast cancer cells [6].
Our experiments were performed with an antibody that rec-
ognized FGFR-1, but due to the structural similarities be-
tween FGFR family members, we cannot exclude other recep-
tor isotypes. FGFR activation by tyrosine phosphorylation
leads to the direct or indirect binding of SH2 domain-contain-
ing proteins which are crucial for mitogenic intracellular sig-
naling pathways [2]. A role for Src in FGF-2 mitogenic signal-
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ing has been demonstrated [27] and members of the Src family
participate in the control of a varicty of cellular functions,
including response to growth factors [28]. We have observed
a small but significant increase of Src tyrosine phosphoryla-
tion after FGF-2 stimulation (data not shown). However, Src
protein can be phosphorylated on tyrosine in an inactive as
well as active state [25], so the increase of tyrosine phosphor-
ylation that we observed after FGF-2 stimulation cannot be
linked to the activation of Src tyrosine kinase activity. Using
an in vitro kinase assay in the manner of LaVallee and co-
workers [21], we demonstrated that Src kinase activity is in-
deed induced in MCF-7 cells by FGF-2. In addition, the
pharmacological inhibition of Src that we report here using
herbimycin and PP2 indicates that the tyrosine kinase activity
of Src is required for the mitogenic stimulation by FGF-2 in
breast cancer cells. In contrast, pharmacological inhibition of
PI3 kinase activity by wortmannin caused only a slight de-
crease in the FGF-2 mitogenesis and had no effect on the
phosphorylation of glycogen synthase kinase 3 (GSK3; data
not shown), which is known to be a direct target of this
enzyme [29]. Therefore PI3 kinase does not seem to play a
significant role in the FGF-2-induced proliferation of MCF-7
cells.

Downstream of the activated receptors, we observed the
tyrosine phosphorylation of FRS2 in response to FGF-2 stim-
ulation. FRS2, a membrane-anchored docking protein, has
been shown to play a major role in mediating the signal
from activated FGF receptors to the Ras/MAP kinase cas-
cade. Ong et al. (2000) have recently shown that the PTB
domain of FRS2 associates with the juxtamembrane region
of FGFR-1 [30]. Moreover, FRS2 tyrosine phosphorylation
seems to be essential for the FGF mitogenic signaling path-
way because inhibition of FRS2 reduces activation of MAP
kinase [31] and the lack of FRS2 tyrosine phosphorylation in
MCEF-7 Ras is correlated with an inhibition of the prolifera-
tion induced by FGF-2 [20]. Interestingly, FRS2 is also a
substrate for the nerve growth factor (NGF) receptor
pl40TrkA [32]. We have recently demonstrated that NGF is
also mitogenic for breast cancer cells through the tyrosine
kinase activity of pl40T™* and the activation of the MAP
kinase cascade {24]. This suggests that mitogenic stimulation
of both FGF-2 and NGF requires the activation of the Ras/
MAP kinase pathway in breast cancer cells. However, it
should be noted that, in contrast to FGF-2, herbimycin A
and PP2 do not exhibit any inhibiting activity for NGF-in-
duced mitogenesis, whereas wortmannin does (unpublished
data). These data confirm significant differences in the FGF-
2 and NGF mitogenic signaling pathways despite their com-
mon requirement for the Ras/MAP kinase cascade.

The MAP kinase pathway is considered to be essential for
the activation of proliferation. The MAP kinases are known
to be overexpressed in human breast cancer cells and abnor-
malities in this signaling pathway play an important role in
growth deregulation of these cells [3]. We have shown that
FGF-2 mitogenic signaling does induce a transient activation
of the MAP kinase cascade. A transient activation of this
cascade is usually reported during mitogenic stimulation [3],
although it has also been shown that constitutive MAP kinase
activation (induced by Ras overexpression) can lead to an
inhibition of proliferation in MCF-7 cells [33]. In our experi-
ments, the requirement for activated MAP kinase is supported
by the complete inhibition of FGF-2-induced proliferation in
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the presence of the MEK inhibitor, PD98059. Activation of
MAP kinase is necessary for the NGF-induced stimulation of
MCF-7 cell proliferation [24] whereas mitogenic stimulation
by insulin-like growth factor-l1 (IGF-1) is independent of the
MAP kinase cascade and instead requires PI3 kinase activa-
tion [34]. These differences between IGF-1 and FGF-2 signal-
ing indicate that the MAP kinase cascade is not always nec-
essary for the stimulation of proliferation and that the
signaling pathways used by IGF-1 and FGF-2 in breast can-
cer cells are clearly distinct.

The main consequence of the activation of MAP kinases is
their translocation into the nucleus and the activation of tran-
scription factors. This leads to changes in gene expression
which ultimately result in the stimulation of cell proliferation.
Progression through the cell cycle is under the strict control of
cyclins and their catalytic subunits, the Cdks (cyclin-depen-
dent kinases). In most cases, mitogenic factors act during
the G1 phase of the cell cycle, stimulating both the prolifer-
ation of quiescent cells arrested in GO and the progression of
cycling cells through the restriction point in late G1 [35]. One
link between cell cycle progression and growth factor signal-
ing is provided by the D-type cyclins whose genes are induced
as a secondary response to mitogenic stimulation [36,37].
Although changes in cyclin D synthesis and activity have
been studied during cell cycle progression [38], modifications
in the tyrosine phosphorylation of these proteins have not
been well described. Our data indicate that a major modifica-
tion of tyrosine phosphorylation induced by FGF-2 involves a
30-kDa protein that we have identified as cyclin D2. The
phosphorylation of cyclin D1 on tyrosine has already been
described in osteosarcoma and lung epithelial cells [39], dem-
onstrating that cyclins can be recognized as substrates for ty-
rosine kinases. The tyrosine phosphorylation of cyclin D2 that
we have observed does not require MAP kinase activation as
it was not affected by treatment with PD98059. In contrast,
Src protein is a candidate kinase for cyclin D2 phosphoryla-
tion. Indeed, Src has been shown to phosphorylate cyclin D1
in vitro [39] and, in our experiments, herbimycin A and PP2
decreased the tyrosine phosphorylation induced by FGF-2.
Further experiments are necessary to precisely define the sig-
naling pathway leading to cyclin D2 phosphorylation and the
function of this post-transcriptional modification.

In conclusion, our data lead to the following model. In
MCF-7 human breast cancer cells, the signaling pathway for
FGF-2 requires FGFR and FRS2 phosphorylation, as well as
Src and MAP kinase activation. In addition, FGF-2 mitogenic
stimulation induces the tyrosine phosphorylation of cyclin D2,
possibly through a mechanism involving Src. We therefore
hypothesize that cyclin D2 phosphorylation is an important
signaling event for the proliferation of breast cancer cells.
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«PROTEOMIC DETECTION OF CHANGES IN PROTEIN
SYNTHESIS INDUCED BY FIBROBLAST GROWTH FACTOR-2
IN MCF-7 HUMAN BREAST CANCER CELLS »

Dans I’article précédent, nous avons caractérisé des protéines tyrosine-phosphorylées
dés les premieres minutes d’action du FGF-2 sur les cellules MCF-7. Ces évenements
intracellulaires précoces conduisent a des modifications plus tardives de I’expression de génes et
de protéines permettant la division cellulaire. Cependant treés peu de données sont actuellement
disponibles en ce qui concerne les protéines dont la synthése est modifiée apres action du FGF-
2. Dans un premier temps, en séparant par électrophorése bidimensionnelle les protéines
marquées au S des cellules MCF-7 stimulées ou non par le FGF-2, nous avons cartographié
les protéines dont le FGF-2 induit une augmentation de synthése. Puis en utilisant Ia
spectrométrie de masse apres digestion trypsique des protéines d’intérét, nous avons identifié
ces protéines, cibles de 1’activité mitogéne du FGF-2. Enfin, nous avons étudi€ leur distribution
dans trois lignées de cellules mammaires cancéreuses (MCEF-7, MDA-MB-231 et MCF-7ras) et

dans les cellules épithéliales mammaires normales.

Cet article est accepté dans la revue Experimental Cell Research.
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ABSTRACT

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) is a potent regulator of breast cancer cell growth
through stimulation of tyrosine kinase receptors and activation of the mitogen activated
protein-kinase cascade. In the present study, we have investigated changes in protein synthesis
induced by FGF-2 stimulation in the prototypic human breast cancer cell line MCF-7. Using
high resolution two-dimensional electrophoresis of *S-amino-acid metabolically labelled
proteins and computerized analysis of 2D autoradiograms, we found that four proteins were
up-regulated within the first 12 hrs of FGF-2 stimulation. Mass spectrometry analysis
(MALDI-TOF and MS-MS) of tryptic fragments and database searches allowed the
identification of these FGF-2 regulated proteins as the heat shock proteins HSP90 and
HSP70, the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and the transcriptionaly controlled
tumour protein (TCTP). We have then analyzed the distribution of these proteins in various
cancerous and normal breast epithelial cells. Interestingly, the four FGF-2 regulated proteins
were found to be constitutively up-regulated in ras-transfected MCF-7 cells, indicating their
relevance to the up-regulation of cellular proliferation. Moreover, HSP90 and PCNA were
found at higher levels in cancerous cells than in normal cells. The role of HSP90 was further
investigated using the specific inhibitor geldanamycin. We showed that the functionality of
HSPI0 is strictly required in order to obtain FGF-2 mitogenic stimulation in MCF-7 cells,
indicating the crucial role played by this molecular chaperone in the control of breast cancer
cell growth. Finally, these results show that proteomic analysis is a valuable method for

identifying potential markers or therapeutic targets related to cancer growth.

ABBREVIATIONS : 2D-electrophoresis, Two-dimensional electrophoresis ; DTT,
Dithiothreitol ; EDTA, ethylenediamine tetracacetic acid ; FGF, Fibroblast Growth Factor ;
HSP, Heat Shock Protein ; IEF, Isoelectrofocalisation ; MALDI-TOF, Matrix-Assisted Lazer
Desorption Ionisation-Time of Flight ; MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase ; MS, Mass
Spectrometry ; PBS, Phosphate Buffer Saline ; PCNA, Proliferating Nuclear Antigen ; PMSF,

Phenyl methyl sulfonyl fluoride ; TCTP, Transcriptionaly Controlled Tumor Protein.



140
INTRODUCTION

The growth of breast cancer cells can be regulated by various growth factors that
control their proliferation, apoptosis and migration [1, 2]. For example, insulin-like growth

factors and epidermal growth factor stimulate the proliferation of breast cancer cells, whereas
other molecules, such as transforming growth factor-8 or hepatocyte growth factor,
respectively inhibit their proliferation or activate their migration. Understanding the mechanism
of action of these growth regulators is a key step in defining the processes of tumor initiation
and progression and in developing new strategies for breast cancer prevention, detection and

treatment.

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) is a pleiotropic polypeptide involved in the control

of cellular proliferation, differentiation, survival and migration [reviewed in 3]. The biological

effects of FGF-2 are mediated through high affinity cell surface receptors (FGFR) which

exhibit a ligand-induced tyrosine-kinase activity, stimulating the recruitment of several

signaling pathways such as the mitogen-activated protein kinase cascade [reviewed in 4]. This

signaling leads to modification of transcriptional activities and ultimately to changes in protein
synthesis, resulting in modulation of cellular growth. In breast cancer, several studies report

the presence of FGF family members and their receptors in human breast cancer cell lines and

in tumor biopsies [5-11]. We and others have previously shown that FGF-2 is a strong
mitogen for the prototypic breast cancer cell line MCF-7 [12-15]. Under other experimental

conditions, FGF-2 has been described to inhibit breast cancer cell growth [16, 17],

underlining the pleitrophic activities of this growth factor. However, MCF-7 cells transfected

with FGFs progress towards an agressive and metastatic phenotype, supporting the idea of a
role for FGFs in the stimulation of mammary tumor growth [18, 19]. Liu et al [20] have

demonstrated that the induction of MCF-7 cell proliferation by FGF-2 requires a transient

activation of the ras/MAPK cascade and an intact Rac-1 and Nck signaling network. However,
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to date the consequences of FGF-2 signaling in terms of modification of gene expression and

protein synthesis leading to cellular proliferation remains largely unknown.

To further understand the intracellular events leading to FGF-2 mitogenic stimulation,
we have investigated changes in protein synthesis induced in MCF-7 cells using high
resolution two-dimensional electrophoresis. This methodology has been considerably
improved over the last few years to allow sensitive detection of individual protein changes
studied from a total cell extract. 2D-electrophoresis sensitivity and reproducibility have been
increased and have been complemented by the possibility of characterizing picoquantities of
polypeptides using mass spectrometry analysis. Based on genomic information, database

searching allows the identification of proteins from the fingerprint and amino-acid sequence

obtained by mass spectrometry [reviewed in 21]. The use of proteomic analysis for studying

the mechanism of action of growth factors has been initiated with pheochromocytoma PC12

cells [22]. In these cells, protein synthesis induced by the differentiating activity of nerve

growth factor has been compared to the mitogenic activity of epidermal growth. More recently,

changes in protein phosphorylation have been investigated for platelet-derived growth factor

stimulation of mouse fibroblast NIH 3T3 cells [23]. Concerning breast epithelial cells,

proteomic analyses have already been performed [24-27], but to date nothing has been done to

investigate changes in protein synthesis induced by growth factors.

Our results show that the major changes in protein synthesis induced by FGF-2 consist
of the up-regulation of heat shock proteins HSP90 and HSP70, PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) and TCTP (translationaly controlled tumor protein). Interestingly, these four
FGF-2-regulated proteins were found to be constitutively up-regulated in ras-transfected
MCE-7, indicating their relevance to the activation of cellular proliferation in transformed cells.
In addition, we have observed that inhibition of HSP90 activity impaired the mitogenic effect
of FGF-2, showing that there is a requirement for this molecular chaperone in the mitogenic

stimulation of breast cancer cells.
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MATERIAL AND METHODS

Materials. FGF-2 was from Amersham (France). The inhibitors, cycloheximide and
geldanamycin, were purchased from Sigma (France). Modified trypsin was from Promega
(France). All cell culture products were from BIO Wittaker (Belgium), except insulin
(Organon, France), fibronectin (Falcon-Biocoat, France) and transferrin (Sigma, France). The
Petri-dishes were purchased from Greiner (Fisher, France). The monoclonal HSP90 antibody
(SPA-830) was from StressGen (Tebu, France). All the 2-D electrophoresis reagents were

purchased from ESA (Coger, France).

Cell culture. Human breast cancer epithelial cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231)

were obtained from the American Type Culture Collection. They were cultured as previously

described [14] in Minimal Essential Medium (Earle’s salts) supplemented with 20 mM Hepes,

2 g/l sodium bicarbonate, 10% fetal calf serum (FCS), 1% non-essential amino acids, 2 mM
L-glutamin, 5 pg/ml insulin, 40 U/ml penicilin-streptamycin, 50 pg/ml gentamycin. Cells

were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. Normal breast epithelial cell

cultures were established as described previously [28] from reduction mammoplasties (women

aged 20-40 years) obtained in the Department of plastic surgery (Dr. Pellerin) of the Medical
University of Lille (France). The MCF-7ras cell line, established by transfection of v-Ha-Ras

c¢DNA in MCF-7 cells [29] was a gift from Dr Sommers. Cells were grown in the same

condition than MCF-7 cells.

Cell growth assay. MCF-7 cells were seeded at 30,000 cells/ml in 35-mm dishes in
a complete medium (described above). When 40% confluence was reached, cells were washed
twice and starved in a serum-free medium containing fibronectin (2 pg/ml) and transferrin (30
ug/ml) for 24 hrs. Cells were then treated for 48 hrs with FGF-2 (10 ng/ml) in fresh serum-
free medium. Following treatment, the cell number increase was determined using an
hemocytometer after trypsinization of the monolayer culture with 0.25% trypsin/EDTA

solution. In presence of FGF-2, MCF-7 cells were treated with cycloheximide (0.5 pg/ml) or
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the benzoquinone ansamycin, geldanamycin (2-50 nM). Geldanamycin binds to HSP90 and

disrupts mutimolecular complexes containing signaling proteins [30]. The absence of toxicity

was verified by testing the same concentration of geldanamycin or cycloheximide against cells

in serum free medium.

Metabolic labeling and sample preparation for 2D-electrophoresis. For
metabolic labeling, cells were plated in 35-mm dishes at 60,000 cells/ml of complete medium.
When 60% confluence was attained, the cells were washed twice with serum-free medium
(MEM) and then placed in serum-free medium (MEM) containing no cysteine or methionine
(ICN, France). After 24 hrs in this medium, cells were labelled for 12 hrs with Trans *S-label
(ICN Biomedicals, Belgium) at 50 uCi/ml in presence or in absence of 10 ng/ml FGF-2. For
unlabelled protein preparation, cells were plated in 100-mm dishes at 500,000 cells per dish in

complete medium and were starved for 24 hrs in serum-free medium when they reached 60%

confluence. Samples were prepared as previously described [22]. Briefly, at the end of the

labeling period, medium was removed and the cells rinsed in ice-cold PBS. Cells were lysed
on ice with lysis buffer containing 0.3% SDS and 1% 283-mercaptoethanol. After boiling for 5
min and centrifugation (2 min at 10,000 x g), the supernatant was diluted 1:2 with IEF buffer
(9.5 M urea, 0.8% Nonidet P-40, 10% 2B-mercaptoethanol, 2% 3-10 and 4-8 ampholytes and

bromophenol blue). The samples were snap frozen and stored at -80°C.

2D-electrophoresis. 2D electrophoresis was performed as previously described

[22] with the Investigator 2D Electrophoresis System from ESA (France). The equivalent of

10° cpm of *S-labelled proteins (10-30 ul of sample) were separated by isoelectric focusing
(IEF) in rod gels (1 mm x 26 ¢cm) containing 9.5 M urea, 3% acrylamide, bis-acrylamide
0.22%, 2% triton X100, 2% pH 4-8 and 2% pH 3-10 carrier ampholytes. The separation was
performed at 20,000 Volt Hours and 110 pA over 17h30 min. After IEF, the gels were
equilibrated twice for 2 min in 0.3 M Tris Base, 0.075 M Tris HCl, 3% SDS, 50 mM DIT
and 0.01% bromophenol blue. The second dimensional separation was performed using 10%

SDS-PAGE (Imm, 20x20 c¢m) and the migration lasted 5 hrs at 20,000 mW. After 2D
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electrophoresis, the proteins were detected by silver-staining. Following staining, gels were
dried and exposed to autoradiography (X-Omat AR Kodak, Sigma). For preparative 2D
electrophoresis, 0.5 to 1 mg of protein was separated by IEF as described above (3 mm x 26
cm gels at 500 pA). The IEF gels were then equilibrated twice, for 20 min in the equilibration
buffer. After electrophoresis, the gels were stained in 0.2% Coomassie brilliant blue R-250

(Millipore) in 50% methanol and 10% acetic acid.

Computer analysis. Both gels and autoradiograms were scanned (scanner SM3,
Pharmacia) using the Diversity One program (Pharmacia) and analysed using the MELANIE II
program (BIORAD) on a SUN-SPARC station. Molecular masses and pl were determined
after comparison with reference gels in the SWISS-2DPAGE (Expasy) database
(http://expasy.ch/).

Mass spectrometry analysis.

The spots that we have found to be regulated by FGF-2 were characterized by mass
spectrometry (MALDI-TOF and MS-MS) after trypsin digestion.

In-gel tryptic digestion. Coomassie-blue stained proteins corresponding to the
FGF-2 regulated spots were cut from the gel and washed with 400 pl of a 125 mM ammonium
carbonate/acetonitrile (ACN) 1:1 (v/v) solution. The wash solution was discarded and the
pieces of gel were dried at room temperature. Enzymatic cleavage was initiated by first
reswelling the gel in ammonium carbonate solution (125 mM), then adding 50 mM acetic acid
and finally digestion was initiated by adding 50 mM acetic acid containing 7-7.5 units of
trypsin (Promega). After absorption of the protease solution, aliquots of pure water were
added sequentially. The digestion was carried out for 12-16 hrs at 37 °C. The resulting
peptides were recovered through extraction with a solution containing 45% acetonitrile and
10% formic acid. To recover very hydrophobic peptides, an extraction with 95% acetonitrile,
5% formic acid was performed. The final extract was dried using a Speed Vac-concentrator
(Savant).

Desalting of the peptides mixtures. Desalting columns were prepared and

operated essentialy as previously described [31]. About 1 pl of poros oligo R2 (Perseptive
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Biosystems, Framimgham MA) was placed in a gel loader tip (Eppendorf) and equilibrate with

0.1% trifluoroacetic acid (TFA). The dried peptide mixture was resuspended in 5 pl of 0.1%
TFA, then applied to the column, and washed three times with 20 ul of 0.1%TFA. Peptides
were eluted with 5 pl of methanol/H,O (1:1) containing 0.1% TFA. The resulting eluate was
analysed using both MALDI-TOF and nanospray mass spectrometry.

MALDI-TOF Mass Spectrometry. MALDI-TOF analyses of tryptic digests were
performed using a Vision 2000 (Finnigan, Bremen) instrument equipped with a 337 nm
nitrogen laser. The instrument operated in reflector positive mode at an accelerating voltage of
6 kV. Peptides were resuspended in 5 pl of H,O containing 0.1% TFA of which 0.5 ul were
mixed directly onto the target with 0.5 pl of 2,5 dihydroxy benzoic acid matrix solution (10
mg/ml in CH,OH/H,0 (7:3)). Mass measurements were realised from spectrum resulting from
30 to 50 laser shots after peak smoothing and internal calibration using the average mass of the
two autolysis trypsin fragments at m/z 843.01 and 2212.42.

Nanospray tandem Mass Spectrometry (nanospray MS-MS). Nanospray in
the MS-MS mode was performed using a Quattro II triple quadrupole (Q1qQ2) instrument
(Micromass, Manchester) fitted with a nanoelectrospray modified source. Needles for
electrospraying were stretched using a micropipette puller (Puller PIP5, Heka, Sega, France)
from 680 um internal diameter borosilicate capillaries (Kwik-Fil, World Precision Industry).
Dried protein digests were redissolved in 5 pl of 1% formic acid in methanol/H,O (1:1). Q1
was set to transmit a mass window of 3 Da, collision gas was tuned using argon at a 2.5-3.5
10 mbar gas pressure, and collision energy setting for product ion scans was between 20 and
30eV.

Database Searching. Proteins were identified according to both their tryptic peptide
mass fingerprint (MALDI-TOF) and their sequence (MS-MS) after database searching

performed using Protein Prospector (http://falconludwig.ucl.ac.uk/mshome3.2.htm).

Western-blot detection of HSP90. Cells were seeded in 100-mm dishes at
500,000 cells per dish. They were grown to 60% confluence and then starved in serum-free
medium for 24 hrs. After treatment for 6 hrs with 20 nM geldanamycin or 1 pg/ml
cycloheximide, FGF-2 was directly added to the medium (10 ng/ml) for 10 min. Cells were
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rinsed with cold PBS containing 100 uM orthovanadate and lysed in immunoprecipitation
lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 1% nonidet P-40, supplemented with
inhibitors (orthovanadate, PMSF, and Na,P,0, at 1 mM, leupeptin and aprotinin at 10 pg/ml,
pepstatin at 1 pg/ml). After centrifugation, the supernatants were stored at -80°C. After SDS-
PAGE and transfer onto nitrocellulose membrane (Schleicher & Schuell), the membranes were
immersed in blocking phosphate-buffer-saline- 0.1% Tween-20 (PBST) containing 5% fat
free dried milk at room temperature for 2 hrs, then incubated overnight at 4°C with anti-HSP90
(1/1000). The membranes were then incubated with the horseradish peroxidase conjugated
secondary antibody (Santa Cruz, France) for 1 h and after washes in PBST, detection was

performed by enhanced chemiluminescence (ECL) detection system (Amersham).
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RESULTS

2D-electrophoresis protein profile of FGF-2 stimulated MCF-7 cells and
spot identification by mass spectrometry. The synthesis of individual prote\ins induced
by FGF-2 in MCF-7 cells was analyzed by 2D-electrophoresis after incorporation of **S-
amino-acids for 12 hrs (10° cpm of **S-labelled proteins per gel and for each condition). The
autoradiograms obtained for control unstimulated cells and for FGF-2 stimulated cells are
shown in figure 1. About 1,000 spots on each autoradiogram were sufficiently intense and
well defined to be compared. Variations induced by FGF-2 have been detected using the
MELANIE-II software package. The reproducibility of 2D gel analysis has already been

described [32, 22] and in our present study, the coefficient of variation for 50 well-defined

spots (which were not found to be regulated by FGF-2) has been calculated in five different
gels. The result of this statistical analysis is presented in figure 2A and show that the
coefficient of variation for the unregulated proteins was always between 0.4 and 36%.
Consequently, we have considered a variation of at least 100% in spot intensity to be
significant. Four spots were found to be regulated by FGF-2 and have been indicated in figure
1B. The identity of these polypeptides was determined after trypsin digestion and analysis
using MALDI-TOF and tandem mass spectrometry (MS-MS). MALDI-TOF allowed the
establishment of a mass fingerprint of the protein whereas MS-MS was used to obtain a micro-
sequence of amino-acids. The information compiled about the fingerprint , the sequence Tag,
the molecular mass and the isoelectric point of the protein were used for database searching.
To illustrate the process of identification, the MALDI-TOF and MS-MS spectra obtained for
HSP90 are shown in figure 3. The results of database searching (according to mass
fingerprint, sequence Tag, pI, molecular mass) are presented in table 1 and allowed the
identification of the heat shock proteins HSP90 and HSP70, the proliferating nuclear antigen
(PCNA) and the transcriptionally controlled tumor protein (TCTP). The results of the
quantitative analysis of these FGF-2 regulated proteins are presented in figure 2B. FGF-2
induced a two-fold increase in synthesis of HSP90 and HSP70. The relative intensity of

PCNA and TCTP was increased in presence of FGF-2 by 4 times and 5 times respectively.
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Distribution of FGF-2 regulated proteins in various breast epithelial
cells. The spots corresponding to HSP90, HSP70, PCNA and TCTP were quantified in 2D
autoradiograms of **S-labelled proteins from normal breast epithelial cells (NBEC), ras-
transfected MCF-7 cells (MCF-7ras) and MDA-MB-231 cells which are highly metastatic
breast cancer cells. For each cell type, the same quantity of radioactivity (10° cpm of **S-
labelled proteins) was subjected to 2D electrophoresis and the resulting 2D gels were analyzed
using MELANIE II program. Result of the quantification are presented in figure 4. All FGF-2
regulated proteins were found to be up-regulated in MCF-7ras cells when compared to the non
transfected cells. HSP90 and PCNA were found to be at a higher level in breast cancer cell
lines than in normal cells. In contrast, TCTP was found at a higher level only in MCF-7ras
cells. It should be noted that HSP90, HSP70, TCTP and PCNA were not regulated by FGF-2
in normal cells, in MDA-MB-231 or MCF-7ras cells (data not shown), none of which are

stimulated to proliferate by this growth factor.

Implication of HSP90 in FGF-2 induced proliferation. As shown in figure
5A, FGF-2 induced an increase in MCE-7 cell number, confirming the mitogenic effect of this
growth factor. The increase of proliferation induced by FGF-2 was completely inhibited by

cycloheximide (0.5 pg/ml) which is reported to be an inhibitor of protein translation in breast

cancer cells [33]. The inhibition of mitogenesis observed in presence of cycloheximide shows

that de novo protein translation is required for FGF-2 stimulation of proliferation. In parallel,
treatment in a serum-free medium did not modify the basal level of proliferation indicating that
the concentrations used were not toxic (data not shown). Geldanamycin binds to the N-
terminal domain of HSP90 and disrupts signaling pathways by inducing destabilisation of the

complexes formed between HSP90 and its partners, leading to the subsequent degradation of

signaling intermediates by the proteasome [29]. We used geldanamycin to establish if HSP90

was involved in the FGF-2 signaling pathway in MCFE-7 cells. We found that geldanamycin
inhibited the mitogenic effect of FGF-2 ; the dose-response of this compound is presented in
figure SA. The EC,, is about 8§ nM and a complete inhibition of FGF-2-induced proliferation

was observed at 20 nM (the basal rate of proliferation was not affected at these
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concentrations). As shown in figure 5B, the increased level of HSP90 observed after 6 hrs of
FGF-2 stimulation was not affected by geldanamycin. In contrast, cycloheximide inhibited the
increase in HSP90 level induced by FGF-2. This shows that the up-regulation of HSP90
synthesis, observed after stimulation of MCF-7 cells by FGF-2, requires de novo protein
synthesis and that geldanamycin does not interfere with this synthesis. Altogether, these
results indicate that the functionality of HSP90 is required for the FGF-2-induced proliferation
of MCF-7 cells.
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DISCUSSION

In the present study, we have used proteomic analysis to study changes in protein
synthesis induced by the mitogenic stimulation of MCEFE-7 breast cancer cells by FGF-2. Our
data indicate that FGF-2 induces various modifications of protein synthesis and the inhibition
of FGF-2 induced cellular proliferation, observed in the presence of cycloheximide, suggests
that de novo protein synthesis is necessary to achieve this mitogenic effect. The requirement of

protein synthesis for growth factor activity is in accordance with what has been shown in case

of PC12 cell stimulation by nerve growth factor [34]. In MCF-7 cells, we have been able to

detect four proteins whose synthesis is up-regulated by FGF-2. From a quantitative point of
view, these four modifications of individual protein synthesis represent only a small
proportion among the 1,000 spots that are defined in each 2D gel. In addition, no decrease in
spot intensity was found after FGF-2 stimulation. Similarly, for pheochromocytoma PC12

cells, changes in onlyl2 proteins were detected during mitogenic stimulation by epidermal
growth factor [22]. Therefore, mitogenic stimulation of PC12 and breast cancer cells seems to

require a limited number of modifications to protein synthesis suggesting that these cancerous
cells are already programmed for growth in terms of protein content. It should be highlighted
that in spite of recent progress in 2D electrophoresis technology, the capacity of separation and
the sensitivity of spot detection do not allow access to all the proteins expressed by a cell type.
Therefore, it should be emphasized that other variations induced by FGF-2 might not have

been detected in our experiments.

Mass spectrometry characterization led to the identification of the four FGF-2 regulated
proteins as the HSP90, HSP70, TCTP and PCNA. Interestingly, no change in these four

proteins was observed after exposure to FGF-2 in normal breast epithelial cells or in MDA-
MB-231 neither of which are stimulated to grow by this factor [35-37]. In addition, these four
proteins were also found constitutively up-regulated in ras-transfected MCF-7 cells, in which

the ras/MAPK pathway is overactivated. Altogether, these data clearly show the relevance of

the proteins that we have identified for the stimulation of breast cancer cell growth. This is
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emphazised by the fact that we have detected up-regulation of PCNA, a nuclear cofactor of

DNA polymerase delta, which is extensively used as a marker for proliferation [reviewed in

38]. It has been evidenced that PCNA is rapidly induced by mitogenic factors, and using
immunocytochemistry, we have previously detected its up-regulation by FGF-2 in breast

cancer cells [14]. In the present study, we have found higher level of PCNA in cancerous cells

than in normal cells and it is noticeable that PCNA was found at the highest level in MDA-MB-
231 cells, which also exhibit the highest rate of proliferation. This confirms the relationship

between proliferation and PCNA level in breast cancer cells.

Transcriptionaly controlled tumor protein (TCTP) was initially described as a tumour

related polypeptide in mouse ascetic tumour and erythroleukaemic cells [39, 40], but it has

more recently been found in other tumourous cells as well as in normal human cells [41].

Despite its ubiquity and high level of conservation, the physiological role of TCTP remains to

be elucidated. Synthesis of TCTP is under translational control [42], but it has recently been
demonstrated that its expression is also regulated at the transcriptional level [43]. Expression

of TCTP has been shown to be regulated by serum, PMA and gamma-interferon [44, 45],

suggesting that its regulation may be related to cellular proliferation. However, regulation of
TCTP by FGF-2 has not been reported before, and the up-regulation that we observe in MCE-
7 cells suggests that this protein may be involved in breast cancer cell growth, indicating the

need to further explore its role in mammary carcinogenesis.

Two of the FGF-2 regulated proteins that we identified belong to the Heat Shock
Protein family (HSP). Originally identified as proteins involved in protection against thermal

stress, HSPs have emerged as a group of molecular chaperones involved in several basic

biological functions [reviewed in 46]. In our 2D-electrophoresis experiments, we found that

HSP90 and HSP70 were up-regulated by FGF-2. Previous studies using other mammalian

cells have shown that mitogens such as insulin-like growth factor or epidermal growth factor,
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increase synthesis and accumulation of HSP90 and HSP70 [47-49]. We demonstrate here that

synthesis of HSP90 and HSP70 are both up-regulated after FGF-2 stimulation. In addition,
the inhibition of FGF-2 mitogenic activity that we have observed in presence of geldanamycin,
an inhibitor of HSP90 activity, suggests that the function of this molecular chaperone is
necessary for the stimulation of proliferation. HSP90 can exist in complex with components of

the growth factor signaling pathway : tyrosine kinase receptors, Src, Raf or MAP-kinase-

kinase [29] and its interaction with these signaling proteins allows for their protection and

correct conformational folding. It should also be noted that steroid hormone receptors are also

substrates for HSP90, and that the function of these receptors is inhibited by geldanamycin

[50]. Thus, involvement of HSP90 in FGF-2 stimulation of proliferation suggests that

appropriate protein folding and trafficking are essential processes for the regulation of breast
cancer cell growth. Together with the fact that we found a higher level of HSP90 in cancerous
cells than in normal breast epithelial cells, these data emphasize the idea that expression of this
protein is related to the cancerisation of breast epithelial cells and this points out the interest of

HSP90 as a potential therapeutic target for breast cancer treatment.

In conclusion, the characterization of proteins regulated by FGF-2 provides new
information on the molecular events leading to breast cancer cell growth. Further clinical
investigation would now be required to determine the functional implication of these proteins
as well as their potential uses for breast cancer detection and / or treatment. Finally, our study
shows that proteomic analysis is a valuable methodology for evidencing modifications in
proteins related to the mechanism of tumour growth, and this approach opens the way of

defining potential markers and therapeutic targets for the treatment of this pathology.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. FGF-2 effect on the 2D-electrophoresis profile of **S-labelled
proteins of MCF-7 cells. MCF-7 cells were seeded in 35-mm dishes at 60,000 cell per
dish and when they attained 60% confluence, they were starved for 24 h in a serum-free
medium containing neither methionine nor cysteine. Then MCF-7 cells were or were not
stimulated with 10 ng/ml FGF-2 for 12 hrs in presence of *S-amino acids at 50 pci/mi, and
then lysed in a buffer containing 0.3% SDS and 1% B-mercapto-ethanol. 10° cpm of **S-
labelled protein were separated on 2D-gels. After electrophoresis, the gels were dried and
exposed to autoradiography for 10 weeks. Panel (A) represents the unstimulated MCE-7 cells
and panel (B) the FGF-2 stimulated MCF-7 cells. Molecular masses (kDa) and isoelectric
point (pI) were determined using the SWISS-2D-PAGE database.

Figure 2. Quantitative analysis of modifications induced by FGF-2 in MCF-7
cells. 10° cpm of *S-labelled proteins of MCF-7 cells (stimulated or not by FGF-2) were
loaded on 2D gel. A) Coefficient of variation for spots unregulated by FGF-2. The coefficient
of variation of 50 well-defined spots was calculated from the analysis of all categories of gels
used (control and FGF-2 stimulated conditions). B) Quantitative analysis of spots regulated

by FGF-2.

Figure 3. MALDI-TOF and MS-MS spectra obtained for HSP90. Spectra obtained
for HSP90 are presented here. MCF-7 cell proteins were separated by 2D-electrophoresis and
stained using the Coomassie-blue dye. The spot was cut from the 2D gel and subjected to
tryptic digestion. Peptide fragments were analyzed by MALDI-TOF (A) and tandem mass
spectrometry analysis of peak m/z 1515.0 was performed (B). Database searching allowed

the identification of HSP90 as reported in table 1.

Figure 4. Quantification of FGF-2 regulated proteins in various breast
epithelial cells. 2D electrophoresis was performed on *S-radiolabelled proteins of Normal

breast epithelial cells (NBEC) and breast cancer cell lines MCF-7, MCF-7ras and MDA-MB-
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231. For each cell type, 10° cpm of *S-labelled proteins were subjected to 2D electrophoresis.
Relative intensities of HSP90, HSP70, PCNA and TCTP were determined after computerized

analysis using the MELANIE II software package.

Figure 5. Implication of HSP90 in FGF-2 mitogenic stimulation of MCF-7
cells. (A) Effect of cycloheximide and geldanamycin on FGF-2 mitogenic stimulation.
MCEF-7 cells were seeded as previously described in figure 1. Starved cells were then
stimulated by FGF-2 (10 ng/ml) in presence of various concentrations of cycloheximide (0.5
ug/ml) or geldanamycin (2, 5, 10, 20, 50 nM) for 48 hrs. Cell number increase was
determined by cell counting. Values represent means of 3 experiments realized in duplicate.
(B) Western-blot analysis of HSP90. MCF-7 cells were grown in complete medium in 100-
mm dishes until they reached 60% confluence and then made quiescent for 24 hrs in a serum-
free medium. Cells were stimulated by FGF-2 (10 ng/ml) in presence of geldanamycin (20
nM), or cycloheximide (1 pg/ml) for 6 hours and lysed. 50 pug of total protein from cell lysates
were loaded on 7.5 % SDS-PAGE and western-blot detection was done using anti-HSP90
revealed by ECL.
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Table 1. Mass spectrometry (MALDI-TOF and MS-MS) identification of FGF-
2 regulated proteins. The regulated spots were cut from the 2D gels and subjected to in gel
trypsin digestion prior to mass spectrometry analysis as reported in Material and methods
section.

a) MM and pl were obtained from 2D gel analysis.

b) Accession numbers are from the Swiss-Prot database.

¢) The molecular masses of ions obtained by MALDI-TOF are indicated in Daltons.

d) The sequences, indicated in bold, were obtained by nanoelectrospray MS/MS from the

underlined parent ions.
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Figure 5
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Table 1
spot MM |accession| molecular ion masses used for _ Sequence O
1 |number ® | identification by MALDI-TOF © obtained by MS/MS
678.0/730.9 /816.0 /902.1 / 1109.6 /
1152.2 / 1169.4 / 1236.7 / 1251.0 /
HSP90 |87kDa | P08238 [1266.1 / 1417.6 / 1515.0 / 1529. O /| ®89GvVDSEDLPLNISR®?
4.85 1787.4 / 2016.6
990.7 / 1082.1 / 1200.3 / 1236.6 /
1253.9 / 1304.1 / 1319.9 / 1411.3 /
HSP70 |70kDa | P11142 |1458.7 / 14883 / 1566.8 / 1633.7 /| GDpTpSYVAFTDTER“
5.38 1650.5 / 1692.3 / 1788.4 / 1806. 4 /
1838.9 /1982.5
653.90 / 858.0 / 895.10 / 911.10 /
PCNA |32kDa| P12004 [974.90 /1276.60 / 2076.60 / 2320.80 / ® a3)
4.57 2480.30 / 3340.22 LVQGSILK
1057.15 /1061.32 / 1242.18 / 1420.7 /
TCTP |[24kDa | P13693 |[1436.75/1447.67/1729.9 UDyKPFMTGAAEGIK

4.84
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Les résultats des travaux précédents de notre laboratoire sur le FGF-2 ont montré que ce
facteur de croissance est un mitogeéne puissant pour la lignée de cellules mammaires cancéreuses
hormono-dépendantes MCF-7 et que ces cellules possedent les deux catégories de sites de
fixation du FGF-2, de haute (FGFR) et de basse affinité (HSPG). En revanche, le FGF-2 ne
stimule pas la prolifération des cellules cancéreuses hormono-indépendantes MDA-MB-231 et
des cellules épithéliales mammaires normales (Peyrat et al, 1991, 1992; Delehedde et al, 1995;
Fernig et al, 2000; Nurcombe et al, 2000). Notre étude s’inscrit dans la continuité de ces
travaux, le but étant de mieux comprendre les mécanismes de signalisation intracellulaire du
FGF-2 menant 2 la stimulation de la prolifération des cellules MCF-7. Les récepteurs
membranaires de haute affinité du FGF-2 possedent une activité tyrosine kinase intrinséque, qui
une fois activée par la fixation du ligand, déclenche des cascades de phosphorylations
intracellulaires sur des protéines de signalisation dont I’activité enzymatique est alors modifiée.
Ces variations de phosphorylation conduisent, de mani¢re ultime, 2 des modifications de
I’expression de génes et de la synthése de protéines, permettant ainsi la prolifération cellulaire.
Les différents événements de signalisation du FGF-2 menant 2 la division des cellules sont
encore incompletement décrits, notamment en ce qui concerne les cellules de cancer du sein pour
lesquelles peu de données sont disponibles. Au cours de cette thése, nous nous sommes
focalisés sur les modifications de tyrosine-phosphorylation et de synthése de protéines induites

par ce facteur de croissance dans les cellules de cancer du sein MCF-7.

Parall¢lement aux travaux de notre laboratoire précédemment cités, d’autres études de
différentes équipes ont également montré une stimulation importante de la prolifération des
cellules MCF-7 par le FGF-2 ( Karey et Sirbasku, 1988; Briozzo et al, 1991; Stewart et al,
1992; Fernig et al, 2000). Toutefois, quelques travaux de I’équipe de Yahalom (Fenig et al,
1997; Wang et al, 1997) ont montré une inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 par le
FGF-2 comrélée avec l'augmentation de D’expression d’un inhibiteur du cycle cellulaire
p21WVAFCIPL "ot ce, malgré la détection de 1’activation des ERK1/2 et une augmentation du niveau

de protéines permettant la progression dans la phase S du cycle cellulaire comme les cyclines D1

et E, et la cyclin-dependent kinase cdk4. 1l faut noter que l’effet inhibiteur du FGF-2 sur la
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prolifération est obtenu en présence de sérum de veau foetal, contrairement a I’effet mitogéne
qui est observé dans un milieu de sevrage dépourvu de sérum. Il est possible que la présence
simultanée du sérum (qui contient de nombreuses molécules activant la prolifération cellulaire) et
du FGF-2 entraine une suractivation de Ras ou de Raf. Or il a ét€ montré que cette suractivation
peut avoir des effets positifs sur la croissance mais aussi des effets négatifs sur le cycle
cellulaire et induire 1’apoptose des cellules (Fan et Bertino, 1997; El-Ashry et al, 1997), ce qui

pourrait expliquer I’effet inhibiteur du FGF-2 sur la prolifération des cellules MCF-7.

Grice a [lutilisation conjointe de moyens “traditionnels” (utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques et d’anticorps spécifiques) et d’une technologie innovante et performante,
I’analyse protéomique, nous avons identifi€é plusieurs protéines-clés dont la tyrosine-
phosphorylation est essentielle a la signalisation du FGF-2 dans les cellules MCF-7. Ainsi,
nous avons montré que des les premieres minutes d’action du FGF-2, le récepteur FGFR lui-
méme est la cible d’une augmentation de phosphorylation intracellulaire, mettant ainsi en
évidence I’activation du premier élément de la cascade de signalisation induite par le FGF-2 dans
les cellules MCF-7 (figure 19). L’activation du FGFR conduit a la tyrosine-phosphorylation de
protéines de signalisation (revue dans Klint et Claesson-Welsh, 1999) parmi lesquelles nous
avons identifié 1’adaptateur FRS2, la protéine tyrosine-kinase Src, les p42/p44 MAPK et une
protéine régulatrice du cycle cellulaire, la cycline D2. La phosphorylation de la protéine FRS2
est une étape importante dans le signal mitogéne du FGF-2 et de maniere intéressante, est
également requise lors de la stimulation de la prolifération des cellules MCF-7 par un autre
facteur de croissance, le NGF (résultats non publiés du laboratoire), qui active lui aussi la voie
des MAPK (Descamps et al, 1998). Nous avons donc mis en évidence un élément majeur en
amont de la cascade Ras/MAPK, commun a ces deux facteurs mitogenes dans les cellules
cancéreuses mammaires. Une étude réalisée sur les cellules MCF-7 transfectées par Ras qui a
montré une corrélation entre l'inhibition de la prolifération par le FGF-2 et la non-
phosphorylation de FRS2 (Liu et al, 1999) suggere fortement que ’activation de cet adaptateur
est importante pour ’activité mitogéne du FGF-2. L’utilisation de dominants négatifs de FRS2,
d’anticorps neutralisants ou d’anti-sens de cette protéine pourrait permettre de préciser son rdle

dans I’activation de la voie des MAPK par le FGF-2 dans les cellules MCF-7.
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En aval du récepteur, nous avons également mis en évidence ’activation par le FGF-2 de
la tyrosine-kinase Src et des p42/p44 MAPK, ces protéines étant absolument nécessaires 2
Pactivité mitogéne du FGF-2, comme I’a montré I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces
kinases (cf figure 19). Nos résultats indiquent un réle essentiel pour Src dans la prolifération
induite par le FGF-2 dans les cellules MCF-7, alors que dans ces mémes cellules stimulées par
le FGF-1, Nurcombe et coll (2000) ont montré qu’une activation plus forte (environ d’un
facteur 2) de I’activité kinasique de Src est corrélée avec 1’induction de la migration cellulaire.
Cette méme étude indique qu’en présence du FGF-2, les cellules MCF-7 migrent trés peu, ce
mouvement des cellules pouvant €tre assimilé aux extensions membranaires (lamellipodes et
membrane ruffling) observées par Liu et coll (1999) et corrélé avec I’activation de la protéine
Rac qui intervient dans le remodelage du cytosquelette (Liu et al, 1999). Ainsi, I’activation de
Src que nous avons observée dans les cellules MCF-7 en réponse au FGF-2 est comrélée
directement a la prolifération induite par le FGF-2. De plus, il est important de souligner ici que
les résultats obtenus par notre €quipe sur le FGF-1 (Nurcombe et al, 2000) et le FGF-2
indiquent clairement que D’activité kinasique de Src peut induire une réponse biologique
différente (migration versus prolifération) selon ’amplitude plus ou moins élevée de son
activation. Cette conclusion est a rapprocher de celle obtenue pour les kinases ERK1/2, pour
lesquelles une activation transitoire est associée a la prolifération, alors qu’une activation
soutenue entraine des processus de migration ou de différenciation (Milasincic et al, 1996; van
Puijenbroek et al, 1997; Liu et al, 1998; Maher, 1999). Nos données obtenues sur les MAPK
souléve un autre point. En effet, il est maintenant établi, et nos résultats le confirment, que
Pactivation des p42/p44 MAPK est nécessaire a la stimulation de la prolifération cellulaire par
les agents mitogenes. En revanche, I’activation des autres kinases de la famille (JNK/SAPK et
p38MAPK) est plus généralement décrite lors des processus de survie cellulaire, de
différenciation ou de réponse au stress (revue dans Lewis et al, 1998). Cependant des résultats
préliminaires que nous avons obtenus (non montrés dans cette thése) montrent une inhibition
partielle de la prolifération induite par le FGF-2 en présence de I'inhibiteur spécifique des
p38MAPK, le PD169316. Ces données soulignent que les p42/p44 MAPK ne sont

probablement pas les seules protéines de la famille des MAPK 2 €we impliquées dans la
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prolifération des cellules épithéliales mammaires cancéreuses MCF-7. Quelques travaux
appuient cette hypothese. En effet, la stimulation de fibroblastes NIH3T3 par le FGF-2 active a
la fois les p42/p44 MAPK et la p38MAPK, mais seule cette derniére est absolument requise
pour la réponse biologique (Maher, 1999). Par contre, dans des oligodendrocytes, ’activation
concomittante des kinases ERKs et p38MAPK est indispensable a la prolifération induite par le
FGF-2 (Baron et al, 2000). Enfin, Liu et coll (1999) ont récemment montré 1’implication de
JNK1 dans la signalisation du FGF-2 dans les cellules MCF-7. Comme I’indique ’ensemble de
ces données, il convient désormais de nuancer le concept généralement admis du “partage des
tiches” entre les différents membres de la famille des MAPK (ERK, p38MAPK et
JNK/SAPK), et il parait important d’évaluer la contribution des p38MAPK et INK/SAPK dans

le signal mitogene du FGF-2 sur les cellules cancéreuses de sein.

Nos résultats mettent en évidence un rdle tout a fait nouveau pour ’activation de la
protéine kinase Src par le FGF-2. En effet, nous avons montré que la tyrosine-phosphorylation
de la cycline D2 induite par le FGF-2 revient a son niveau basal lorsque 1’activité kinasique de
Src et des autres membres de la famille de Src est inhibée, alors que I'inhibition des MAPK
kinases n’a pas d’effet sur la phosphorylation de la cycline D2. Comme nous 1’avons indiqué
dans le schéma récapitulatif de nos résultats (figure 19), nos résultats suggérent donc que la
famille des protéines Src pourraient étre impliquées directement ou indirectement dans la
phosphorylation de la cycline D2. Nos données sont en accord celles obtenues par Hall et coll
(1993) qui ont montré que la tyrosine-kinase Src est capable de phosphoryler in vitro la cycline
D1 qui est par ailleurs tyrosine-phosphorylée in vivo par le sérum dans des cellules épithéliales
de poumon de rat (Hall et al, 1993). Les cyclines D étant localisées dans le noyau durant la
phase G1 du cycle cellulaire (revue dans Yang et Kornbluth, 1999), on peut supposer que la
tyrosine-kinase responsable de la phosphorylation a accés au compartiment nucléaire. Les
protéines kinases de la famille de Src, qui, comme nous 1’avons montré semblent étre de bons
candidats potentiels, posseédent un site de myristoylation en N-terminal et sont donc associées,
pour la plupart, avec la face inteme de la membrane plasmique (revue dans Resh, 1994).
Pourtant, la translocation nucléaire de Src a ét€ reportée dans des cellules €pithéliales de rétine

de poulet différenciées (Moszczynska et Opas, 1994) et dans des kératinocytes différenciés
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(Zhao et al, 1992). De plus, un autre membre de la famille, Lyn, a été trouvé localisé dans le
noyau de cellules Hela et de fibroblastes de rat, avec une activité kinase intacte (Radha et al,
1996). Par ailleurs, en 1994, deux équipes ont identifi€ une nouvelle tyrosine-kinase apparentée
a Src, Rak (qui signifie « cancer », en russe) ou FRK (Fyn-Related Kinase), qui est exprimée
surtout dans les cellules épithéliales et qui est trouvée essentiellement dans le noyau (Cance et al,
1994; Lee et al, 1994). Ainsi, ’association de nos résultats avec des études antérieures appuie
I’hypothese de I'implication de la famille de Src dans la tyrosine-phosphorylation de la cycline
D2 par le FGF-2. Des études ultérieures basées, par exemple sur 1’effet de la transfection d’un
dominant négatif de la kinase Src sur la phosphorylation de la cycline D2, ou la co-visualisation
de la localisation cellulaire de ces deux protéines avant et aprés stimulation par le FGF-2
pourraient permettre de tester 1’implication de Src et d’identifier la kinase de la cycline D2.

Les cyclines D (D1, D2, D3), qui partagent environ 50 a8 60% d’homologie de séquence,
sont des protéines-clés du cycle cellulaire dont I’expression et Iactivité sont stimulées par de
multiples signaux extracellulaires mitogenes pendant la phase G1. En se complexant avec leur
sous-unité catalytique, les cdk-2, -4 ou -6 (cyclin-Dependent protein Kinase), elles inactivent la
protéine du rétinoblastome pRb en I’hyperphosphorylant. Ceci entraine le relargage des facteurs
de transcription comme ceux de la famille E2F, qui vont permettre la transcription de geénes qui

sont essentiels pour la progression de la phase G1 du cycle cellulaire et la synthése d’ADN,

telles que I’ ADN polymérase o, PCNA, la cycline A ou cdc2, et E,F (DeGregori et al, 1995).

Comme nous ’avons indiqué de maniere breve sur la figure 19, la voie Ras/MAPK peut agir
directement sur 1’expression des cyclines D grice a I'activation par les MAPK des facteurs de
transcription Fos et Jun, qui, en retour induisent la transcription du géne de la cycline D (revue
dans Roussel, 1998). 1l était jusqu’a maintenant reporté que 1’activité mitogéne du FGF induit
une augmentation des ARNm et de la protéine de la cycline D1 dans différents types cellulaires
(Sutherland et al, 1993; Rao et al, 1995; Wang et al, 1997; Olson et al, 2000). Nos résultats
ouvrent de nouvelles perspectives quant aux effets des facteurs de croissance sur les cyclines D
en mettant pour la premiére fois en évidence que le FGF-2 est capable d’agir a un autre niveau
de régulation cellulaire, c’est-a-dire au niveau post-traductionnel, sur un membre de la famille
des cyclines D. La signification biologique de la tyrosine-phosphorylation de la cycline D2 par

le FGF-2 -ou par d’autres facteurs mitogenes- reste a déterminer, ainsi que son role éventuel
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dans la cancérisation des cellules épithéliales mammaires, d’autant plus que les cyclines, et en
particulier les cyclines D, sont fréquemment surexprimées dans le cancer du sein, soulignant
leur importance dans la (dé)régulation de la croissance des cellules cancéreuses (revue dans
Landberg et Roos, 1997). En outre, se pose la question de savoir si la phosphorylation que
nous avons décrite pour la cycline D2 touche également les autres cyclines D, ou si au contraire
elle lui est spécifique, contribuant ainsi a différencier le role des cyclines D. En effet, bien que la
fonction de chaque cycline D est identique dans la régulation du cycle cellulaire, certaines
données soulignent pourtant que leur rdle respectif n’est pas nécessairement redondant. Ainsi,
des différences entre les cyclines D1, D2 et D3 ont ét€ reportées au niveau de leur expression
cellulaire et tissulaire, de leur association avec leur partenaire Cdk et de la phosphorylation de
protéines-cibles (Buckley et al, 1993; Palmero et al, 1993; Fantl et al, 1995; Sicinski et al,
1995, 1996; Sweeney et al, 1997; Sarcevic et al, 1997), suggérant que la tyrosine phospho-

rylation est peut-€tre aussi un processus permettant de discriminer le role des cyclines D.

L’effet mitogene du FGF-2 dans les cellules de cancer du sein est étroitement li€ a la
modifications touchant des protéines impliquées dans le cycle cellulaire. En effet, en plus de la
tyrosine-phosphorylation de la cycline D2, nous avons identifié le Proliferating Cell Nuclear
Antigen, ou PCNA, comme une des cibles moléculaires dont la synthése est augmentée par le
FGF-2 dans les cellules MCF-7 (figure 19). PCNA qui est exprimé exclusivement dans les
cellules en cycle est impliqué dans la réplication de ’ADN en s’associant avec I’ADN
polymérase delta et dans la réparation de ’ADN (revue dans Kelman, 1998). Dans cette étude,
nous montrons d’une part que I’action mitogéne du FGF-2 induit une augmentation de la
synth¢se de PCNA, et d’autre part que le taux de synthése de PCNA est étroitement corrélé a
I’activité prolifératrice de base des différentes lignées de cellules de cancer du sein (MCF-7,
MCF-7ras, MDA-MB-231) et des cellules €pithéliales mammaires normales : plus les cellules
mammaires proliférent, plus elles expriment la protéine PCNA. Ceci confirme les précédents
résultats obtenus au laboratoire qui ont montré par immunohistochimie que le FGF-2 entraine
une augmentation du niveau de PCNA dans les cellules cancéreuses mammaires, en accord avec
la diminution de la durée de la phase S observée dans les cellules MCF-7 (Delehedde et al,

1995). Nos résultats s’inscrivent dans le cadre général de 1’action des agents mitogénes sur le
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cycle et la prolifération cellulaires. En effet, une augmentation du niveau prot€ique de PCNA par
le TGF-betal, I'IGF-I et I’insuline a ét€ reportée dans les adipocytes lors de la stimulation de la
prolifération (Teruel et al, 1996; Porras et al, 1998), alors que dans les cellules mammaires
cancéreuses MDA-MB-468 transfectées par le récepteur aux oestrogénes, 'inhibition de la
prolifération par 1’oestradiol est corrélée a une diminution de PCNA au niveau protéine (Wang et
al, 1997). Par rapport a ces travaux, nos résultats restent néanmoins originaux de part la mise en
place d’une approche méthodologique innovante basée non pas sur des techniques classiques de
western-blot ou d’immunohistochimie, mais sur ['utilisation de 1’électrophorése bidimen-
sionnelle hautement résolutive pour cartographier dans un premier temps les protéines dont la
synthése est modifiée par le FGF-2, et dans un deuxi¢me temps, pour permettre la
caractérisation de ces protéines grace au couplage avec la spectrométrie de masse. L’intégration
de cette augmentation de synthése de PCNA dans le schéma du signal mitogéne du FGF-2 dans
notre modele cellulaire se fait en bout de chaine: Les cascades de signaux intracellulaires, et en
particulier celle que nous avons décrite impliquant les MAPK, conduisent directement ou
indirectement a ’activation de facteurs de transcription qui induisent alors la transcription de
genes, dont celui de PCNA. L’augmentation de la traduction des ARNm de PCNA en protéine
permet alors la progression des cellules dans la phase S du cycle cellulaire grice a la réplication

de I’ ADN cellulaire a laquelle participe activement la protéine PCNA.

Dans notre étude, nous avons identifié une autre protéine, la TCTP (Translationally
Controlled Tumor Protein), et nos résultats mettent pour la premiere fois en évidence Ila
régulation de la synthése de cette protéine par un facteur de croissance, le FGF-2 (cf figure 19).
La TCTP est une protéine cytoplasmique trés conservée de 23 kDa, présente chez les
mammiferes, les plantes (Sage-Ono et al, 1998), les bactéries (Bhisutthibhan et al, 1999) et la
levure (Bonnet et al, 2000), et elle est exprimée aussi bien dans des cellules humaines normales
que cancéreuses (Hochstrasser et al, 1992; Rasmussen et al, 1992, 1997; Sanchez et al, 1997;
Chung et al, 2000). Contrairement 8 PCNA, nous avons observé un taux de synthése identique
dans les cellules épithéliales mammaires normales, et les lignées cellulaires cancéreuses MCF-7
et MDA-MB-231. Seules les cellules MCF-7 transfectées par le produit du protooncogéne ras

montrent un taux plus élevé que dans les autres cellules mammaires. Nos résultats semblent
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donc indiquer que la TCTP pourrait €tre une nouvelle cible indirecte de ’activation de la voie
Ras/MAPK. En effet, nous avons montré que cette voie est activée par le FGF-2 dans les
cellules MCF-7 et de plus, elle est suractivée dans les cellules MCF-7ras (Liu et al, 1998,
1999). Comme dans ces deux cas expé€rimentaux nous observons une augmentation de synthése
ou un taux élevé de syntheése de la TCTP, nous pouvons supposer que la synthése de cette
protéine est corrélée a 1’activation de la cascade Ras/MAPK. Cette hypothése émise a partir de
nos travaux est d’ailleurs enrichie par une étude de Thiele et coll (1998) qui ont identifié dans le
promoteur du géne de la TCTP du lapin plusieurs sites de fixation de facteurs de transcription
activés par la voie des MAPK, tels que Ets-1 et AP-1 (Activator Protein-1) (cf figure 19).
L’inhibition de I'activit¢ des p42/p44 MAPK, soit par un inhibiteur spécifique, soit par une
protéine mutée inactive, nous permettrait de vérifier I'incidence des MAPK sur 1’augmentation
de synthese de la TCTP par le FGF-2 Ainsi, I’analyse protéomique nous a permis d’identifier la
TCTP comme élément majeur impliqué dans I’action intracellulaire mitogene du FGF-2 dans les
cellules de cancer du sein et nos résultats suggerent une relation entre l’activation de la voie des
MAPK par le FGF-2 et la régulation de la TCTP, dont le 16le dans la prolifération cellulaire
reste cependant a définir.

Deux des protéines dont la synthese est modifiée par le FGF-2 et que nous avons
identifiées sont des protéines chaperones : les “Heat Shock Proteins” HSP90 et HSP70. S’il a
ét¢ montré que d’autres facteurs mitogenes tels que le sérum, I’'IGF et PEGF stimulent la
syntheése des HSP90 et HSP70 (Wu et Morimoto, 1985; Ferris et al, 1988; Jerome et al, 1991),
c’est en revanche la premiere fois que le FGF-2 est reporté comme stimulateur de la synthése
des HSP90 et HSP70. Il est fort probable que 1’augmentation de synthése de ces deux protéines
induite par le FGF-2 apres 12 heures de stimulation soit corrélée a leur rdle de chaperone
moléculaire (cf figure 19). Comme I’'indique I’augmentation de synthése de PCNA, pendant la
phase G1 (phase dans laquelle se situent la majorité des cellules apres 12 heures d’action du
FGF-2 (Delehedde et al, 1995), la cellule se prépare a la réplication de ’ADN qui aura lieu au
cours de la phase S en synthétisant davantage de PCNA. Nos résultats suggérent fortement que
les cellules se préparent également a I’augmentation globale du taux de synthése de protéines
durant la phase G2, en synthétisant a 1’avance des protéines chaperones qui aideront a la mise en

conformation et la maturation des nouvelles protéines synthétisées, €tape ultime avant la division
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de la cellule mere en deux cellules filles. De plus, dans des conditions de sevrage des cellules,
nous avons observé une surexpression de I’HSP90, et a un moindre niveau de 1’HSP70, dans
les cellules mammaires cancéreuses par rapport aux cellules normales. Les cellules cancéreuses
ayant a la base une capacité proliférative plus importante que les cellules normales, on peut
supposer que cette surexpression est corrélée avec le métabolisme élevé des cellules cancéreuses
qui nécessite une activité chaperone soutenue. Par ailleurs, la forte expression des HSP90 et
HSP70 que nous observons dans les cellules transfectées par ras par rapport aux autres lignées
cellulaires cancéreuses ne semble pas €tre spécifique aux cellules MCF-7 puisqu’une corrélation
a été établie entre le caractere hautement tumorigénique des cellules mammaires immortalisées
HBL-100 transformées par I’oncogene Ha-ras et la surexpression constitutive de I"HSP90 dans
ces cellules (Lebeau et al, 1991). 1l est intéressant de constater que, comme pour la TCTP, le
lien qui existe entre I’augmentation des protéines HSP90 et HSP70 et la stimulation de la
prolifération (par le FGF-2 ou par Ras) se situe au niveau du promoteur des genes
correspondants. En effet, des sites de fixation de certains facteurs de transcription, comme AP-1
et SRE (Serum Response Element), impliqués dans 1a régulation de la prolifération et activables
notamment par les MAPK, ont été caractérisés dans le promoteur des génes codant pour
I’HSP90 et HSP70 (Wu et al, 1987; Hickey et al, 1989; Dale et al, 1996). L’analyse de nos
résultats combinés aux données existantes souligne la position centrale des MAPK, et
probablement de d’autres voies moins décrites, dans I’activation de facteurs de transcription qui
conduit a la régulation de I’expression de multiples cibles protéiques, permettant ainsi la mise en
place de la machinerie cellulaire indispensable a la prolifération.

Outre son activité de chaperone moléculaire, un role de ’HSP90 dans la signalisation
intracellulaire émerge depuis quelques années : en interagissant avec des molécules de
signalisation telles que Src, Raf, MEK, et Cdk4, I’HSP90 permet la stabilisation de leur
conformation et la régulation de leur activité (revues dans Pratt, 1998; Mayer et Bukau, 1999).
Ayant identifié ’'HSP90 comme une des protéines régulées par le FGF-2, nous avons abordé
I'implication de I'HSP90 dans la signalisation intracellulaire du FGF-2 en utilisant la
geldanamycine qui inhibe l’activité stabilisatrice de cette derniere en se fixant sur le site de
fixation de I’ATP sur I’HSP90 (Stebbins et al, 1997). Nous avons montré que la geldanamycine

inhibe de mani¢re dose-dépendante la prolifération des cellules MCF-7 induite par le FGF-2,



EGDRA
%1 <~— Y usrc

£ 1
CYTOPLASME ‘ |
FRS2 P — ‘ =1 Spectrométrie de masse
4 i

—1 Immunodétection
p- mm Inhibiteurs utilisés

_g Génistéine ' (P) Tyrosine phosphorylation
108009 MEK Q/ FGFR | = Données de la littérature
l i - - - Hypotheses

Herbimycine A @
\
NOYAU / .# ——>
A
0 o ) —> oo >
e
P /5 o
-7 ..._> inconnug
G N - :
O

N
o/
\\
\‘
-

[ MAPK PP2 o + Geldana-l_mycine

& T —> pmise sa>8

\ s
\ I ®
A "
14330) transcription O

-

.

—~— @ »
§\; I ZCNA
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suggérant que les complexes multimériques HSP90-protéines de signalisation sont
indispensables a I’activité mitogéne du FGF-2. Nos résultats mettent donc en évidence un
double role de ’HSP90 dans 'activité mitogéne du FGF-2 : un réle précoce dans la cascade
d’évenements intracellulaires induite par le FGF-2, en agissant directement avec des protéines
de signalisation dont la nature reste a découvrir ; et un rdle plus tardif de chaperone en aidant a la
mise en conformation des protéines nouvellement synthétisées. L’identification des protéines
complexées avec I’HSP90 dans les cellules MCFE-7 stimulées ou non par le FGF-2 pourrait étre
réalisée en séparant par €lectrophorese les protéines immunoprécipitées avec I’HSP90 dans des
conditions tres douces et en les caractérisant apres digestion trypsique et analyse en
spectrométrie de masse, comme nous 1’avons fait pour identifier la cycline D2. Les données
concernant le role des HSP dans la régulation de la croissance des cellules de cancer du sein
sont d’autant plus importantes que plusieurs membres de la famille des HSP sont surexprimés
dans les tumeurs malignes par rapport aux tissus bénins et normaux issus des poumons, du
sein, ou des ovaires (Okuzawa et al, 1994; Franzen et al, 1996; Athanassiadou et al, 1998).
Cette surexpression donne d’ailleurs lieu a des essais de traitement immuno-thérapeutiques des
tumeurs. En effet, 'injection des HSP purifiées a partir des tumeurs induit une réponse
immunologique dirigée contre les cellules tumorales, et une diminution de la taille
tumorale(Blachére et al, 1997; Tamura et al, 1997, Ménoret et Chandawarkar, 1998; Yedavelli et

al, 1999), laissant espérer un traitement futur des cancers par ce moyen.

L’application de 1’analyse protéomique a notre modele d’étude (la signalisation
intracellulaire du FGF-2 dans les cellules de cancer du sein) a nécessité une mise au point
préalable conséquente. En effet, a partir des protéines séparées par €lectrophorése 2D et colorées
au bleu de coomassie, il nous a fallu dans un premier temps optimiser différentes étapes de la
manipulation. Pour la digestion trypsique, nous avons cherché a obtenir un meilleur rapport
enzyme (trypsine)/substrat (quantité de protéine contenue dans le spot découpé) afin d’optimiser
la coupure en fragments peptidiques de la prot€ine et de minimiser 1’autolyse de la trypsine tout
en conservant malgré tout quelques peptides trypsiques, indispensables a la calibration du

spectre de masse MALDI-TOF. Une fois la digestion trypsique terminée, nous avons aussi
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amélioré I’extraction des peptides les plus hydrophobes du gel, en faisant le dernier lavage des
spots dans une solution beaucoup plus hydrophobe (95% acétonitrile, 5% acide formique,
vol/vol) que celle des deux premi€res extractions (45% eau, 45% acétonitrile, 10% acide
formique). I1 nous a fallu aussi diminuer la concentration en sels de nos échantillons en
augmentant les lavages des spots avant la digestion enzymatique, et en diminuant la
concentration de la solution de bicarbonate d’ammonium utilisée. En effet, méme si un des
avantages du spectrometre de masse MALDI-TOF est la tolérance en sels, nous avons observé
une nette amélioration des spectres de masse (rapport signal/bruit beaucoup plus élevé) apres
diminution des sels dans I’échantillon peptidique. L’étape de déssalage de nos €chantillons est
devenue indispensable lorsque nous avons travaillé sur des spots colorés a l’argent dans
lesquels la quantité de protéine est nettement inférieure (1-10 ng) a celle contenue dans les spots
colorés au bleu de coomassie (100-1000 ng) et pour pouvoir analyser les échantillons (colorés
au bleu de coomassic ou au nitrate d’argent) en spectrométric de masse en mode
nanoélectrospray, qui nécessite des échantillons exempts de contaminants salins. En plus des
améliorations citées ci-dessus, 'utilisation de colonnes de microdéssalage a ét€ mise au point
par X. Czeszak au laboratoire de chimie biologique. Ces colonnes hydrophobes ne fixent pas
les sels qui sont polaires et qui sont éliminés par des lavages de la colonne, mais retiennent les
peptides qui sont plus ou moins hydrophobes et qui sont ensuite €lués de la colonne et analysés
en spectrométrie de masse MALDI-TOF et/ou en tandem.

Ces mises au point de différentes étapes de 1’analyse protéomique ont été réalisées sur
des échantillons des lignées cellulaires cancéreuses MCF-7 et MDA-MB-231 ainsi que sur les
cellules €pithéliales mammaires normales, ce qui nous a permis d’enrichir 1a banque de données
des protéines de cellules épithéliales mammaires. Nous avons ainsi identifi€é des protéines
majeures (visibles au bleu de coomassie) des cellules mammaires et avons détecté des
différences significatives en protéines entre d’une part les cellules normales et cancéreuses, et
d’autre part entre les deux lignées cellulaires prototypiques MCF-7 et MDA-MB-231,
notamment dans les protéines du cytosquelette telles que les cytokératines et la vimentine. Mais
le résultat essentiel de cette étude est sans conteste 1’identification d’une protéine appartenant a la
famille des 14-3-3, 1a 14-3-3 sigma, qui est beaucoup plus exprimée dans les cellules normales

que dans les cellules cancéreuses, alors que les 14-3-3 alpha/beta et delta/zeta ne varient pas de
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manicre significative. Non seulement la 14-3-3 sigma est plus faiblement exprimée dans les
lignées de cellules cancéreuses mais également dans les 35 échantillons de tumeurs mammaires
primaires que nous avons analysés. Nos résultats issus de I’analyse protéomique des cellules et
des tumeurs mammaires suggérent donc fortement que la diminution de 1’expression de la 14-3-
3 sigma est corrélée a la dérégulation de la croissance des cellules cancéreuses. Ce rdle négatif
de la 14-3-3 sigma dans la régulation de la croissance cellulaire semble étre confirmé par des
études montrant que sa surexpression entraine un arrét du cycle cellulaire (Hermeking et al,
1997) et que la transfection de la 14-3-3 sigma dans les cellules de cancer du sein inhibe
I’activité des cdk (cyclin-dependent kinases) et donc la progression du cycle cellulaire (Laronga
et al, 2000) (cf figure 19). Par ailleurs, Fergusson et coll (2000) ont montré récemment que les
ARNm de la 14-3-3 sigma sont trés faiblement exprimés, voire indétectables dans des
échantillons de cancer du sein, a cause d’une hyperméthylation du géne qui le rend silencieux.
Ceci suggere que la faible quantit¢ de 14-3-3 sigma que nous observons dans les lignées
cellulaires et les biopsies de cancer du sein pourrait étre due 2 une régulation négative au niveau
transcriptionnel plutdt qu’au niveau traductionnel. Comme nous le discutons dans article 1, Ia
non-sensibilité des cellules épithéliales normales au FGF-2 et au NGF alors qu’elles expriment
les récepteurs correspondants, pourrait s’expliquer par la forte expression de la 14-3-3 sigma
qui bloquerait I’effet mitogeéne de ces deux facteurs de croissance au niveau de la progression du
cycle cellulaire. Pour vérifier cette hypothese, il faudrait tester ’activité mitogéne du FGF-2 et
du NGF apres avoir bloqué 1’expression ou la fonction de la 14-3-3 sigma dans les cellules
normales en les transfectant avec un vecteur exprimant l’anti-sens ou un dominant négatif de
cette protéine respectivement. Par ailleurs, I’implication de la 14-3-3 sigma dans le controle de la
prolifération cellulaire corrélée a sa faible expression dans les tumeurs mammaires souléve la
question de son application clinique. La mise au point et le développement d’un test clinique
rapide et fiable, basé par exemple sur la technique ELISA, permettrait de mesurer le niveau
d’expression de la protéine 14-3-3 sigma dans les tumeurs et d’évaluer I'impact pronostique de

cette protéine dans le cancer du sein, voire méme dans d’autres types de cancers.
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Les résultats acquis au cours de cette thése contribuent a la compréhension du
mécanisme d’action intracellulaire du FGF-2 qui méne a la prolifération des cellules de cancer
du sein, grice a I’identification de nouvelles protéines régulées par le FGF-2 au niveau des
phosphorylations ou de la synthése protéique. Ils ouvrent aussi des perspectives sur le mode
d’action du FGF dans d’autres types de cellules cancéreuses et sur P'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques potentielles pour le diagnostic et le traitement de cette maladie, comme le
soulignent nos résultats sur la 14-3-3 sigma et ’'HSP90. De plus, nos résultats mettent en
exergue 1’apport de I’analyse protéomique pour I'étude de la signalisation intracellulaire d’un
facteur de croissance ou d’une autre molécule biologique et pour la découverte de nouveaux

marqueurs de cancérisation.
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Abstract

FGFs are pleiotropic growth factors that control cell proliferation, migration and differentiation. However, FGF transduction
studies have so far focused primarily on the mitogenic effect of this growth factor family and it has been difficult to assess if the
described intracellular signaling pathways are dedicated solely to cell proliferation, or whether they are equally important for the
migratory activity often seen in responsive cells. We review here papers in which the migratory effects of this growth factor
family were clearly discriminated from proliferative effects. In toto, these studies suggest that cells use different signaling
pathways for migration, such as Src and p38 MAP kinase, from those for proliferation, which tend to upregulate the ERKs.
Which signaling pathway a cell uses for proliferation or migration appears to depend on many factors, including the structure
and the quantity of available FGF trapped in the basal lamina by heparan sulfate co-factors, the disposition of cognate high
affinity receptors and the general environment of the cell. Thus the density of the cell population, the state of the cell cycle, the
presence of other factors or receptors will modulate the migratory response of cells to FGF. © 2000 Elsevier Science Ltd. All
rights reserved.

Keywords: FGF. Receptor; Signaling pathway: Migration: Proliferation

described, as well as four FGFRs, reviewed in Ref. [3].
FGF binding to the cell surface induces FGFR dimeri-
sation, and subsequent activation of receptor tyrosine

1. Introduction

The family of heparin-binding Fibroblast Growth

Factors (FGFs) are ubiquitously distributed through-
out tissues, and are involved in both development and
adult tissue homeostasis. FGFs also promote cancer
progression, not only because of their mitogenic and
angiogenic effects, but also tumor metastasis, because
of their migratory effects on tumor and endothelial
cells. Their action on cells is mediated by high affinity
tyrosine kinase receptors (FGFRs) and a class of low
affinity receptors, the heparan sulfate proteoglycans
(HSPGs). Over 20 FGF homologues [1,2] have been

* Corresponding author. Tel.: +33-3-2043-4060; fax: +33-3-2043-
4038.
E-mail address: benoni.boilly@univ-lille!.fr (B. Boilly).

kinases and autophosphorylation of the cytoplasmic
domains of the cognate receptors, reviewed in Ref. [4]
(Fig. 1). The phosphorylated tyrosines are then recog-
nised by SH2 domain-containing signal transducers.
Target enzymes such as PLCy and Src bind to the
tyrosine autophosphorylation sites and themselves
become phosphorylated. The autophosphorylation
sites also serve as binding sites for adaptor proteins
such as Grb2 and Shc. Grb2 binds to the Ras guanine
nucleotide-releasing factor Sos through its SH3
domains. The formation of the Grb2-Sos complex
results in the recruitment of the oncogene Ras in the
plasma membrane, and its further activation by the
exchange of GDP for GTP by Sos. It is now well

1359-6101/00/$ - see front matter © 2000 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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established that the Ras signaling pathway is crucial
for the FGF-induced proliferation of many cell types.
Indeed, activated Ras leads to activation of a signaling
cascade involving the Ser/Thr kinase Raf, the dual
specificity MAP kinase (MEK), and MAP kinase
(ERK1/2 isoforms, reviewed in Ref. [S]). More
recently, a membrane-associated 90 kDa-protein,
dubbed FRS2 (FGF receptor substrate 2), has been
found to be tyrosine phosphorylated in response to
FGF-2 stimulation, although whether it binds directly
to FGFR is not clear. However, the role of kinases
such as Src, PKC or P13-kinase seems to depend on
cell type, even though the final effect of the FGF-2-
induced signal is to promote cellular proliferation.
Activation of FGFRs by their ligands elicits a
diverse set of cellular responses, including prolifer-
ation, migration and differentiation. However, the pre-
ponderance of research has focused mainly on
proliferation, and almost all our knowledge about
FGF transduction concerns this event. However, this
growth factor is known to induce more than one bio-
logical effect on the same cell type. One of the best stu-
died models is angiogenesis, reviewed in Ref. [6],
where FGF stimulates both endothelial cell prolifer-
ation and migration [7]; other pertinent models of the
migratory function of FGF concern early development
[2,8,9], wound healing [10,11], migration of embryonic
mesoderm [12,13] and as well as tracheal branching in
Drosophila melanogaster [14,15], and sex myoblast mi-
gration in Caenorhabditis elegans [16,17]. During these
complex events, cells both proliferate and migrate
under the influence of FGF; however, it is difficult to
know if the same cell uses FGF to generate two differ-
ent pathways within itself that lead to both prolifer-
ation and migration, or whether a cell generates a
single intracellular pathway able to trigger both re-
sponses. This review deals with recent data related to

®

Fig. 1. FGF signaling pathways. Left: FGFR dimerisation with tyro-
sine phosphorylation sites. Right: FGFR signal transduction mol-
ecules PD98059 and SB203580 are specific inhibitor of MEK 1/2 and
p38 MAP kinase, respectively. (See text for details).

the mechanism of FGF action underlying the cell mi-
gration response, independent of its function on cell
proliferation.

Cell migration has been studied directly in cell scat-
tering models such as the epithelial to fibroblastoid
transition [18] and the phagokinetic track assay [19], as
well as by two in vitro experimental procedures. The
first involves healing of a confluent cell monolayer
wounded linearly with a needle or a razor blade; it is
known that cells close to the wound migrate in order
to “‘heal” it. The second exploits the Boyden chamber
with micropore nitrocellulose filters coated with extra-
cellular matrix components, most often collagen. Cells
are cultured in the upper chamber (on the filter), with
the experimental growth factor in the lower chamber
[20]; in this case the effect of the growth factor is esti-
mated by counting cells on the lower part of the filter,
that is, cells which had migrated through that filter.

The act of cell migration requires a complicated set
of coordinated behaviours before movement can be
effected. Because an in vivo cell must disengage both
from its cellular neighbours, and readjust its relation-
ship with the surrounding extracellular matrix, the se-
cretion of proteolytic enzymes has long been thought
to be a prerequisite for the “loosening” a cell must
undergo before movement can take place. A compli-
cated set of intercellular bonds must be broken, and it
has been generally assumed that specific enzymes must
be secreted by a cell before this can happen. However,
despite a plethora of in vitro data, convincing in vivo
data for this process is still lacking. The migration
effects of FGF have been approached by measuring
cultured cell production of urokinase type plasminogen
activator (uPA), a proteolytic enzyme upregulated with
FGF stimulation [21]. uPA, a key molecule involved in
extracellular matrix breakdown, is required for cell mi-
gration in such different processes as development,
angiogenesis and cancer [22-24].

The above in vitro systems have been used to
explore different experimental conditions for FGF sig-
naling, including the manipulation of FGF, its recep-
tors, and of the transduction pathways which respond
to 1t.

2. Manipulation of FGF

It has been shown that various FGF-2 mutants,
although unable to upregulate uPA production, still
retain full mitotic activity. Thus the deletion of the six
amino acid residues 27-32 of the recombinant 155
amino acid form of human FGF-2 strongly decreased
(by 100 times) the production of uPA by endothelial
cells, but did not modify the proliferative response
[25], even though this FGF deletion mutant was able
to bind to and activate FGF receptors. Similar results
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were obtained by changing basic residues (Arg-118,
Lys-119, Lys-128; Arg-129) [26], or residues 27-31
(Lys-Asp-Pro-Lys-Arg) {27] to neutral glutamine resi-
due by site-directed mutagenesis of FGF-2. Conver-
sely, the synthetic peptide FGF-2 (112-155) could not
block uPA activity at concentrations that affected
mitogenic activity in bovine aortic endothelial cells.
The peptide 130-155 blocked neither uPA nor mito-
genic activity [28]; moreover, experiments using lipo-
some encapsulated FGF-2 indicated that the
interaction of this growth factor with its receptors dif-
fers according to the induced biological response. Dis-
sociation. of FGF-induced «cell migration from
proliferation has also been obtained in a wound-heal-
ing assay of endothelial cells [29]. In this work, it was
shown that recombinant high molecular weight FGF-2
(HMW FGF-2; 24 kDa = 18 kDa + 55 amino acid
N terminal) inhibits the migration of endothelial cells
and of MCF-7 breast cancer cells. However, although
it had no effect on growth of endothelial cells, it stimu-
lated the proliferation of MCF-7 cells at least as well
as 18 kDa FGF-2. Blocking antibodies indicated that
the inhibition of motility and stimulation of growth
are localised to different parts of HMW FGF-2: the
growth-promoting activity is localised in the 18 kDa
part of the 24 kDa FGF-2, and the migration-inhibit-
ing activity in the N-terminal 55 amino acids.
Although nothing is known about the signaling path-
way of HMW FGF-2, the authors proposed that this
factor could be the “predominant™ one in regulating
cell migration, especially in the presence of 17B oestra-
diol and the enhancement of HSP27, two conditions
known to increase the secretion of this factor [30]. The
role of the 18 kDa versus high molecular forms of
FGF-2 on migration has already been pointed out by
Bikfalvi et al. [19], who transfected cells with different
molecular weight forms of FGF-2. These workers
showed that 18 kDa FGF-2-transfected NIH 3T3 cells
exhibited increased migration rates but lower rates of
growth compared to parental cells transfected with the
vector alone or HMW FGF-2 (22, 22.5 and 24 kDa).
Another manipulation of the ligand allowing dis-
crimination between FGF-induced cell migration as
opposed to cell proliferation was presented recently by
Lavallée et al. [31]. These authors reported that in a
wound healing model using Balb/c 3T3 cells, transient
exposure of the cells to FGF-1 (as little as 90 min) is
sufficient to induce a migratory response without cell
proliferation. Indeed, FGF-1 withdrawal during the
G1 phase pushed the cells to return to a state similar
to quiescence by reversing tyrosine phosphorylation of
FGFR-1. This decreased activity of p44 and p42 MAP
kinase accompanied the attenuation of DNA synthesis.
In contrast, transient exposure of the cells to FGF-I
induced a continual activation of the Src pathway,
which in turn induced a high level of Myc mRNA,

tyrosine phosphorylation of cortactin and redistribu-
tion of F actin to the periphery of the cell, thus con-
firming the migratory potential of the stimulated cell.
The requirement of Src for cell migration in a wound
model assay was recently demonstrated by Liu et al.
{32]; using embryonic fibroblasts derived from Src
knockout mice, they showed that lack of Src did not
affect FRS2 tyrosine phosphorylation or cell prolifer-
ation, but did impair the FGF-induced tyrosine phos-
phorylation of cortactin and cell migration.
Interestingly, FGF-1-induced neurite outgrowth (which
is not dependent of cell proliferation) also involves Src
[33], suggesting that transient exposure to FGF-1 plays
a role in lamellipodial formation.

It has long been established that the half-life of se-
creted members of the FGF family is extended by in-
teractions with HSPGs, molecules which are integral
to the extracellular matrix [3]. FGFs bind to the HS
glycosaminoglycan sidechains of these complexes, and
this binding protects them from heat, pH and proteo-
lytic degradation. Furthermore, it has been shown that
HS is necessary for the FGF to successfully dock with
its cognate receptors. However, it remains a controver-
sial question as to whether the HS induces some sort
of conformational change in the bound FGF, which
then alters its binding characteristics to its high affinity
receptor. It has yet to be convincingly demonstrated
that binding to HS radically affects the intracellular
pathways triggered by that particular FGF isoform.

3. Manipulation of FGFRs

FGFRs have been shown to be critical for cell mi-
gration in several models. For example, dominant
negative FGFR-1-transfected oligodendrocyte progeni-
tors were unable to migrate when transplanted into
neonatal rat brains [34]. In the same way, sex myoblast
migration of Caenorhabditis elegans is dependent on an
FGFR-like tyrosine kinase [35]. Similar results have
been obtained for such complex patterns of cell mi-
gration as branching morphogenesis. Dominant nega-
tive mutation of FGFR2 blocked airway branching
during mouse lung development [36], a result which
was also obtained using antisense FGFR2 oligonucleo-
tides in rat embryos [37]. Genetic approaches have also
shown the role of an FGFR homologue (breathless) in
tracheal branching during Drosophila melanogaster
development, reviewed in Refs. [38,39].

The function of FGFR in cell migration, as opposed
to proliferation, has been studied with targeted tyro-
sine mutations in the intracytoplasmic domain of
FGFRs. Landgren et al. [40] reported that truncated
FGFR-1 lacking 63 amino acid residues of the C-term-
inal tail (from amino acid 759 in the FGFR-1
sequence) failed to stimulate chemotaxis in porcine en-
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dothelial cells, but was capable of mediating prolifer-
ation. Conversely, migration and proliferation were
possible with truncated FGFR-1 lacking 48 amino
acid residues (from amino acid 774) of the C-terminal
tail. Interestingly, point mutation of FGFR-1 at Y766,
which left it unable to activate either phospholipase C
gamma | (PLCyl) or phospholipase A2 (PLA2), had
no effect on cell migration and proliferation.

Nevertheless, FGFR phosphorylation requirements
are different for FGF-2-induced uPA upregulation. It
was thus shown recently on L6 cells [41] that single
point mutations in the autophosphorylation sites Y653
or Y654 impaired uPA upregulation after FGF-2
stimulation, while point mutations in Y463, Y583,
Y585, Y583/Y585F, or Y730 were without effect.
Moreover, uPA upregulation by FGF-2 was hampered
in cells transfected with the FGFR-1-Y463/583/585/
730F as well as with the FGFR-1-Y463/730F mutants.
In contrast, the FGFR-1-Y463/583/585F and the
FGFR-1-Y583/585/730F mutants were still able to
upregulate uPA. This demonstrated the necessity of
Y463 or Y730 for FGF-2-mediated uPA induction.
Interestingly, as these non-FGF-2 responsive mutants
for uPA upregulation still retained full mitogenic ca-
pacity, it can be concluded that Y463 and Y730 are
dispensable for mitogenic signaling. Indeed, as in the
chemotaxis of endothelial cells, PLCy activation is not
required for induction of uPA by FGF-2 [41,42].
These data indicate that the interaction of FGF-2 with
FGFR-1 differs according to the response induced,
that is, mitogenicity or uPA activity. However, it can
also be quantitatively different, as FGF-2 antagonists
such as suramin, protamine sulfate, heparin, the syn-
thetic peptide FGF-2 (112-155) and a soluble form of
FGFR-1 did not inhibit FGF-2-induced uPA upregu-
lation at concentrations that did affect the binding of
FGF-2 to cell surface receptors and mitogenic activity
[28].

4. Manipulation of FGF transduction pathways

The mitogenic activity of FGF and its migration ac-
tivity have been pharmacologically dissociated with
drugs targeted to various components in the transduc-
tion pathways. The dual signaling pathway of FGF
was first shown by Presta’s group, who examined the
regulation of plasminogen activation (uPA) in fetal
bovine aortic endothelial cells [43]. Using 12-O-tetrade-
canoylphorbol-13-acetate (TPA) and the PKC inhibi-
tor H7, they showed that PKC activation underlies
FGF-2-induced proliferation, but that PA activity was
independent of this kinase. Additionally, EGTA could
prevent both “Ca influx and the increase of PA ac-
tivity without affecting the mitogenic activity of FGF-
2. The signaling pathway leading to uPA upregulation

was more carefully dissected in FGF-2-stimulated NIH
3T3 fibroblasts, which activate the Ras/Rafl/ERK2/
Jun D pathway [44]. Indeed. as these cells also pro-
liferate under the influence of FGF-2, it remains
unclear as to which part of this pathway is specifically
devoted to uPA induction, as opposed to proliferation.
As Dell’Era et al. [41] showed that ERK2 and Jun D
were activated in wt-FGFR-1 L6 myoblasts (which
show FGF-2-induced uPA upregulation) as well as in
FGFR-1-Y463/583/585/730F mutants (which are
unable to upregulate uPA but capable of proliferating
in the presence of FGF-2), this pathway seems to be
insufficient for uPA induction. Nevertheless it is
necessary, because blocking ERK2 activation with PD
098059 hampered uPA upregulation in FGF-2-stimu-
lated wt-FGFR-1 cells [41]. A similar result was also
reported for FGF-2-induced scattering of epithelioma
cells which required sustained, rather than transient
ERK2 activation [45].

In contrast with experiments involving uPA upregu-
lation, PKC was equally activated in FGF-2-stimu-
lated capillary endothelial cells undergoing cell
migration, as down-regulation of PKC by prolonged
treatment with phorbol esters or staurosporine pre-
vented both the mitogenic and the chemotaxis effect of
FGF-2 [46]. On the other hand, in vascular endothehal
cells, pertussis toxin, a peptide which stimulates a
GTP-binding protein that activates adenylate cyclase,
reduced FGF-2-induced migration by 80%, without
inhibiting cell proliferation [47]. In this model, mi-
gratory responses to FGF-2 appear to be mediated by
a G-protein-coupled phospholipase A2 activity invol-
ving arachidonic acid release. In NBT-II, a rat bladder
carcinoma cell line, pertussis toxin, as well as other
cAMP-elevating agents such as 8-bromo cAMP, dibu-
tyryl cAMP and forskolin. also inhibited cell mobility
in the presence of FGF-1 while the mitogenic response
to this factor was increased [48]. Complicating this dis-
tinction between PKC and cAMP, it has also been
recently shown that PKA-activating agents can inhibit
hepatocyte migration [49].

At the present time there is stiil a great deal of data
about the intracellular signals generated from FGFRs
that defies simple and clear rationalisation. For
example, site-directed mutation of FGFRs at residue
Y766 does not hamper chemotaxis following ligand
stimulation, demonstrating that the ability of FGF to
promote chemotaxis is not dependent on either
increased activation of PLCy and phospholipase A2,
increased hydrolysis of phosphatidylinositol or
increased mobilization of Ca™ ¥ [40,50]. On the other
hand, migration of porcine aortic endothelial cells in
Boyden chambers requires activation of a Wortma-
ninn-sensitive enzyme, possibly P13K, even though it
is inefficiently activated by wt-FGFR-1 [40]. In wound
healing, cell migration appears to involve the Src path-
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way [31,32] and activation of ERK and p38 MAP
kinase. This pathway activates the AP-1 driven FGF-
inducible respoasive element of the syndecan 1 gene,
an element induced selectively in migrating but not
proliferating keratinocytes [51]. Sustained activation of
pp60c-Src, not observed during FGF-l-induced pro-
liferation, has also been described during the cell scat-
tering induced by this growth factor [52]. Activation of
ERK1/2 by FGF-2 has also been shown during endo-
thelial repair after wounding by balloon angioplasty
[53]). Similar results were also obtained in an in vitro
angiogenesis model of murine endothelial cells by
Tanaka et al. [54], who showed that the three kinase
homologues ERK. JNKI (c-Jun N-terminal kinase 1)
and p38 MAP kinase were activated by FGF-2, with
the last one being more specifically involved in cell mi-
gration. They concluded this because SB203580, an in-
hibitor of p38 MAP kinase, inhibited actin
reorganisation and vincullin assembly in the focal ad-
hesion plaque while PD98059, an inhibitor of the
ERKI1/2 pathway. did not. It was also shown recently
that FGF2-induced chemotaxis of endothelial cells is
under the control of c-Fes [55], although it did not
appear to involve uPA secretion in these cells. On the
other hand, it does not appear to be strongly linked to
mitogenesis. Taken together, all these data reinforce
the idea that FGFs are able to induce proliferation or
movement through separable pathways.

5. Discussion and conclusion

Both proliferation and migration are often induced
by FGF in the same cell type during development,
angiogenesis, regeneration and cancer. These two
events are linked by the fact that daughter cells have
to move from the site of cell division in order to build
organ rudiments, construct blood vessels, close wounds
or to metastasise. It is now clear that the same FGF
receptor can be involved in both mitogenesis and cell
mobility, as it is possible to obtain these two effects in
wt FGFR-transfected cells. The problem is to explain
how the same receptor can produce different biological
effects. It has been shown that some modifications of
the ligand (deletion or addition of certain amino acid
residues) can direct the cell response toward prolifer-
ation or migration [25-29]. Little is known about the
mechanism by which such a modification of the ligand
can instruct cells to proliferate instead of migrating.
Different transduction pathways can be activated by
changing the duration of FGF exposure to the cell;
transient FGF stimulation can activate the Src path-
way leading to a migratory phenotype, while sustained
stimulation appears to correlate with cell proliferation
through MAP kinase activation [31]. This dual trans-
duction pathway for FGF, leading either to prolifer-

ation or migration, is supported by different studies in
which modification of the FGFR [40.41,50] or altera-
tion of some transduction pathways by specific inhibi-
tors [41,43,47,54] allow the expression of only one of
these biological responses. Despite these results, how-
ever, we still do not have a comprehensive view of the
transduction pathways in FGF-induced cell migration,
not only because the complete dissection of these path-
ways is yet to be done, but also because the cells and
the experimental procedures that have been used were
so different. What seems to be clear from several
papers (see Table 1) is that PLCy is not involved in
this process [40-42]. FGF-induced cell migration
involves either the Src pathway [31,32,52,56] or the
MAP kinase pathway via ERK [41,51] or p38 MAP
kinase [51,54]. Some clues as to a way around this con-
flicting data may be provided by some recent data.
The p38 MAP kinase, a stress-activated protein kinase
[57], is also involved in collagenase-1 and stromelysin-1
production by the growth factor IL-1 [58]; these
enzymes are known to play a role in the migration
process. Additionally, FAK, a serine—threonine kinase
which plays a critical role in cell adhesion and mi-
gration in relation with Src (by virtue of its role in the
assembly of focal adhesion plaques), is also phos-
phorylated by FGF [56,59].

The existence of a dual transduction pathway, lead-
ing either to migration or to proliferation, poses the
problem of how a cell can use its transduction path-
ways to respond to FGF in an appropriate context. As
these differing actions of FGF have not yet been
observed simultaneously on the same cell, Boyer et al.
[48] concluded that the dual action of FGF-1 reflects a
bifurcation in the transduction pathways for this
growth factor. It is difficult to know which signaling
pathway is actually activated, because few studies have
been concerned with .FGF-induced proliferation and
migration on the same cell at the same time. However,
we can tentatively conclude that the Src pathway and
the MAP kinase pathway via p38 are probably more
specific for cell migration, while the MAP kinase path-
way via ERK 1s used more for cell proliferation. How-
ever, problematical data which confuse this relatively
simple idea abound; for example, Src was recently
shown to be involved in the FGF-2 induced differen-
tiation of endothelial cells, leading to tube formation
[60]. It is also clear that p38 MAP kinase is required
for FGF-2 induced fibroblast proliferation, but not
differentiation, of PC12 cells [61].

The activation of one particular transduction
pathway could depend on the phase of cell cycle,
the position of the cell within the population or the
general level of confluency of this population. In
cultured NBT-II rat bladder carcinoma cells, the Gl
phase is critical for FGF-1-induced cell migration
[62]. Peripheral cells disperse in response to FGF-1
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Table |
Transduction pathways in FGF-induced cell migration

Biological model Not involved

Involved

Cell scattering -

Wound-healing -

Migration in Boyden chamber
PLCy, PLA2 [40]*
PLCy [42]*
PKC [43]°

uPA upregulation

PLCy, phosphatidylinositol hydrolysis, Ca

cAMP (inhibition effect) [48]"
Src [52]*
cAMP (inhibition effect) [47]*
PLA2 [47}*
Src [31.33]*
ERK. p38 MAP kinase {51}
p38 MAP kinase [54]"
** mobilisation [50]*
Wortmaninn-sensitive enzyme [40]°

Ca™ " influx [43]
ERK2 [41]°

# References [bracketed] concern only works in which FGF-induced migration was discriminated from FGF-induced proliferation.

while inner cells proliferate; in low density cell cul-
ture, FGF-1 promotes migration during epithelium-
mesenchyme transition and growth arrest, while in
high density cultures it only stimulates DNA syn-
thesis [63]. Such a difference in the response of cells
to FGF might be related to a change in the rate
of FGF binding to the cell [64] as well as to a
switch in autocrine FGF production during cell cul-
ture. In breast cancer cells we have shown that mi-
gration depends preferentially on how FGF-I
associates with its cognate heparan sulfate [56].

It is also possible that the type of FGF response
reflects the level of activation of FGFR, as
suggested by Rusnati et al. [28]. The duration of
receptor activation [31] as well as the quantity and
the quality of the available ligand [25-27,65,66],
seems to have important repercussions for the type
of cell response observed. Bioavailability of the
ligand during culture, especially at confluency, could
also modify the activation of FGFR, the binding
capacities of which might be also changed.

Cross-talk with other factors or signaling mol-
ecules might also interfere with the FGF-cell re-
sponse. For example, it has been shown that in
cultured NBT-II cells, TGFB suppresses FGF-1-
induced cell proliferation although its dissociation
effect is not modified [67]. In a similar manner,
cAMP can decrease FGF-induced migration while
either having no effect on cell proliferation [47], or
even increasing it [48]. Receptors other than the
FGFRs, such as heparan sulfate [56,68] and the
integrins [69,70] as well as the mechanical properties
of the extracellular microenvironment [71], can also
modulate the migratory response of cells to FGF.

What is clear from this review is that not only is the
plethora of conflicting data hard to rationalise, but the
lack of a unifying hypothesis or principle to direct
future work is a major problem. The establishment of

a cellular model in which both proliferation and mi-
gration can be separated, yet simultaneously assessed,
would seem to be a major priority.
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Protein Identified| Accession | MW (kDa) / Molecular ion masses used for
Number pl identification
33 alohalbeta | P304 [27774779 66980 7 69163 7 816,75 7 101634 7 1040.05 7
14-3-3 alpha/ 1109.13 / 1206.29 / 1420.47 / 1549.57
3.3 si P31947  |27.7/465 669.76 / 729.68 / 816.69 / 1055.14 / 1071.19 /
14-3-3 sigma 1122.98 / 119034 / 1206.28 / 1547.72
3.3 zeta/delt P29312  |27.7/478 669.73 / 691.63 / 76070 / 816.75 / 908.00 /
14-3-3 zeta/delta 1017.96 / 112543 / 1206.25 / 1305.28 /1433.51 /
1549.40 / 2042.06
Actine PO2570  |41.7/495-522 |976.8 / 1133.10 / 1355.60 / 1517.40 / 1792.20
1955.56 / 2216.40
Alpha Actinine P12814  [1029/522  |993.80 /1189.40 / 1216.50 / 1387.80 / 1422.80 /
1576.90 / 1755.10 / 2810.30
nolase PO6733  |52/7-75 1143 40 / 1425.70 / 154090 / 1556.40 / 1648.1 /
Alpha Enolas 1805.0 / 1908.20 / 1924.20 / 2510.0
Annexine I PO4083  |38.8/6.6 1263.31 / 1551.89 / 1606.80 / 1679.78 / 1704.02 /
1740.80 / 214239
Annexine III P12429  |33.6/5.63 930.03 / 968.10 / 1018.89 / 1074.05 / 1223.05 /
1674.90 / 1714.81 / 1898.76
Annexine V P087S8 | 31/4.94 393.50 1 744.60 / 1002.10 / 110720 / 123540 /
1705.80
Beta Tubulin PO7437  |54.8 /485 1040.50 / 113143 / 1160.38 / 1246.62 / 1259.52 /
c¢ta Tubuline 1621.65 / 1637.97 / 1698.00 / 2043.18 / 2088.42 /
2740.02
Inexi P27824  [79.3 /4.6 1062.30 / 1300.50 / 1457.50 / 1617.80 / 1771.90 /
Calnexine 1865.00 / 2476.60
Calréticuline P27797  |55/430 77270 / 975.90 / 1019.90 / 1220.50 / 1411.20 /
1491.40
sratine 7 P08729  |45.8/5.05-52 |932.80 7 992.90 / 1105.00 / 1243.40 / 1407.60 /
Cytokératine 1419.60 / 1454.90
Cytokératine 14 P02533  |51/487 807.88 / 841.98 / 1091.22 / 1123.25 / 116833 /
1362.47
sratine 17 QO4695  |48.6/4.85-4.90 |767.70 7 807.70 / 994.90 / 1145.00 / 1187.10 /
Cytokératine 1223.50 / 1402.20 / 1887.80 / 2105.20
tokératine 18 P05783  |44.4/53 634.8 /653.9 /759.1 / 808.00 / 838.20 / 966.30 /
Cytoké 976.30 / 1066.50 / 1240.50/ 1293.70 / 1508.00
G3PDH P04406  |37.5/82 473.90 / 82970 / 1412.80 / 1545.60 / 1764.70
GRP 58 P30101  |56.8/590-5.98 |996.10/1192.20/1278.20 / 1371. 40 / 2576.80
GRP 78 P11021 | 76/49 1229.40 / 146170 / 1567.80 / 1589.80 / 1817.10 /
1889.10 7 1935.00 / 200030 / 2166.01
GRP 94 P14625  |92.5/4.76 409.30 / 515.70 / 678.0 / 877.10 / 1032.10 /
1082.50 / 1151.40'/ 1188.70 / 1279.60 / 1486.50 /
1516.80 7 1630.90 / 1787.10 / 2261.70 / 2248.0
GST P09211  |242/56 604.50 / 752.0 / 1151.60 / 1277.70 / 1535.80 /
173520 / 188530 / 1894.70 / 190540 / 2033.60 /
2065.50 / 2118.50 / 2127.70
HSP 27 P04792  |27.1/58-6.6 |597.90 / 832.20 / 961.90 / 1076.40 / 1164.30
1906.70
HSP 60 P10809  |61.0/5.5 942.40 / 1345.70 / 1390.80 / 1700.00 / 1920.30 /
2296.60 / 2366.60 / 2561.50
HSP 71 P11142  |70.9/538 1200.38 / 122933 / 1254.38 / 1458.75 / 1488.59 /

1633.85 / 1692.69 / 1789.08 / 1823.03 / 1839.10 /
1983.18




HSP 90
LDH

Maspine

Numatrine
PCNA

PDI

PGM

Rho GDI
Superoxyde
Dismutase

TCTP

Thioredoxine
Peroxydase
Tropomyosine 3

Tropomyosine 30

Vimentine

P08238

PQO7195

P36952

P06748

P12004

P07237

P18669

P52565

P04179

P13693

P32119

P09494

P12324

P08670

87.2/4.85
37.7/5.65

42.1/35.72

385/4.8

32/4.57

57.1/4.77

28.6/6.9

27.6 /4.9

22/6.75-14

24 /4.84

22.5/5.6

329/4.8

30.6/4.75

56 /4.90-4.95

730.90 / 830.20 / 902.20 / 1142.30 / 1237.11 /
1250.20 / 1349.40 / 1514.40 / 1783.80

742.70 / 914.00 / 1177.40 / 1263.20 / 1696.00 /
1933.20/1988.30

722,60 / 945.0 / 980.90 / 1032.0 / 1102.60 /
1199.25 7 1221.90 / 1294.90 / 1427.80 / 1716.90 /
1872.30 / 2032.20 / 2347.30

610.80 / 784.0 / 1024.0 / 1569.60 / 1836.80 /
2146.30 / 2244.50

653.90 /858.0 / 895.10/911.10/ 974.90 / 1276.60
/2076.60 / 2320.80 / 2480.30 / 3340.22

870.95 / 977.36 / 1003.39 / 1203.87 / 1425.86 /
1452.71/1730.94 / 1782.05 / 1834.9 / 1966.25

115140 / 1313.60 / 1884.20 / 1981.10 / 2116.70 /
2418.70 / 2434.90

752.90 /950.30 / 981.00 / 1246.30 / 1262.50 /
1618.90/1752.70 / 1918.90 / 2365.80

1028.98 / 1425.39 / 1745.08 / 2036.25

1057.15 / 1061.32 / 1242.18 / 1420.70 / 1436.75 /
1447.67 / 1729.90

637.70 / 673.70 / 789.90 / 863.0 / 925.10 / 972.90 /
1024.20 / 1180.50 / 1212.30 / 1736.0 / 1864.10 /
2714.70

603.50 /722.78 / 895.30 / 916.19 / 926.91 / 989.0 /
1074.10/1187.60 / 1244. 30 / 1302.65 / 1315.85 /
1333.40/ 1315.30 / 1598.70

631.0/722.80/776.10 / 894.90 / 941.20 / 1087.10
/ 1157.49 / 1201.38 / 1244.30 / 1285.57 / 1317.40 /
1400.80 / 1473.80 / 1643.60 / 1771.70

1047.00 /1094.00 / 1116.20 / 1131.1 / 1255.20 /
1324.10/ 1429.30 / 1495.80
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Tableau 11 : Caractéristiques des protéines de cellules épithéliales mammaires identifiées par spectrométrie

de masse. G3PDH, Glycero-3 phosphate déshydrogénase; GRP, Glucose Related Protein; GST, Glutathion S-

Transférase; HSP, Heat Shock Protein; LDH, Lactate déshydrogénase; PCNA, Proliferating Cell Nuclear Antigen,

PDI, Protein Disulfide Isomérase; PGM, Phosphoglycérate Mutase; Rho GDI, Rho GTP-dissociation Inhibitor-1.
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LISTE DES ACIDES AMINES ESSENTIELS

Codeda [Codea
NOM 3lettres |1 lettre
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn N
Acide aspartique Asp D
Cystéine Cys C
Acide glutamique Glu E
Glutamine Gln Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine Ile I
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Meéthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophane Trp w
Tyrosine Tyr Y
Valine Val \Y%




CONTRIBUTION OF PROTEOMIC ANALYSIS TO THE STUDY OF THE
INTRACELLULAR SIGNALLING PATHWAYS OF FIBROBLAST GROWTH
FACTOR-2 IN BREAST CANCER CELLS

We have studied the Fibroblast Growth Factor-2 mitogenic signaling pathway in MCF-7
breast cancer cells by proteomic analysis, based on two-dimensional electrophoresis and mass
spectrometry (MALDI-TOF and MS-MS).

Using pharmacological inhibitors and antibodies, we have shown that stimulation of
MCEF-7 cells by FGF-2 increased the tyrosine-phosphorylation of the FGF receptor, FGF
receptor substrate-2, Src kinase, p42/44 Mitogen-activated protein kinases, and a 30-kDa
protein. By MALDI-TOF mass spectrometry, we have identified this 30-kDa protein as cyclin
D2, a key regulator of the cell cycle. Our results also suggest that cyclin D2 tyrosine
phosphorylation requires Src, but not MAPK activation. We have then investigated changes in
protein synthesis induced by FGF-2 stimulation after incorporation of *S-labelled amino acids.
We have shown an increase of synthesis of four proteins (Heat Shock Proteins HSP90 and
HSP70, Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) and Transcriptionaly Controlled Tumor
Protein (TCTP)) identified by mass spectrometric analysis (MALDI-TOF and MS-MS).
Moreover these four proteins were found to be constitutively up-regulated in ras-transfected
MCE-7 cells. The inhibition of the FGF-2-induced proliferation by geldanamycin indicated the
crucial role played by HSP90 in the control of breast cancer cell growth and its relevance as a
potential therapeutic target. Finally, proteomic analysis of breast cancer cells allowed us to show
for the first time that 14-3-3 sigma is strongly down-regulated in cancerous cells as compared to
normal mammary cells. By virtue of its negative role in the control of cell cycle progression, our
data support the idea that 14-3-3 sigma may constitute a new marker of cancerisation of breast
epithelial cells.

This study contribute to a better understanding of the signaling pathway for FGF-2 in
human breast cancer cells, and shows that proteomic analysis is a powerful approach for the
study of signaling pathways and more generally, for the biomedical research.

Key words : Growth factor, breast cancer, signalling pathway, tyrosine phosphorylation,

proteomic analysis, two-dimensional electrophoresis, mass spectrometry



