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Apport de I'analyse protéomique
dans la mise en évidence de 14-3-3 sigma
comme suppresseur de tumeur

En complément de I'analyse géno-
mique, les méthodes de I’analyse pro-
téomique élaborées ces derniéres
années (le terme protéomique a été
proposé en 1995) permettent main-
tenant d’étudier I’ensemble des pro-
téines exprimées par le génome
d’une cellule, d’un tissu ou d’un
organe donné (voir revue dans [1]).
L’approche protéomique peut se
décomposer en trois grandes phases
(m/s 2001, n°5, p. 609). Dans une
premiére étape, I’électrophorése
bidimensionnelle permet de séparer
avec une haute résolution I’ensemble
des protéines obtenues a partir
d’extraits tissulaires ou cellulaires.
L’identification des protéines sépa-
rées et la mise en évidence de leurs
modifications post-traductionnelles
peuvent ensuite étre réalisées grace a
la spectrométrie de masse, applicable
a des quantités infimes de protéines
séparées. Enfin, Iutilisation de la bio-
informatique permet une étude
guantitative du niveau des protéines
et la constitution de banques de don-
nées. Dans la pratique, malgré les dif-
ficultés de sa realisation, I'analyse
protéomique est maintenant un outil
puissant pour étudier les change-
ments quantitatifs (niveau d’expres-
sion) et qualitatifs (modifications
post-traductionnelles) des protéines
en situation pathologique.

Nous avons ainsi utilisé I’analyse pro-
téomique pour I'étude des modifica-
tions moléculaires associées au can-
cer du sein [2]. Dans ce travail, nous
avons réalisé une analyse du pro-
téome des cellules épithéliales mam-
maires normales et cancéreuses en
culture ainsi que de biopsies de
tumeurs mammaires. Les profils pro-
téomiques de ces échantillons ont été
obtenus par électrophorése bidimen-
sionnelle, et I'analyse différentielle a
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ensuite permis de mettre en évidence
que la principale modification dans
les profils protéomiques de cellules
cancéreuses du sein concerne la
molécule chaperon 14-3-3 sigma. En
effet, le niveau d’expression de cette
protéine était 10 fois moins impor-
tante dans les cellules de cancer du
sein que dans les cellules mammaires
normales, et son niveau apparait tres
faible dans les biopsies de cancer du
sein. De fagcon complémentaire, en
utilisant les méthodes de la géno-
mique, Ferguson et al. [3] ont
démontré une hyperméthylation du
gene codant pour 14-3-3 sigma dans
les cellules de cancer du sein.
L’hyperméthylation du gene de 14-3-
3 sigma entraine une extinction de sa
transcription dans les cellules de can-
cer du sein, qui, selon ces auteurs,
constituerait a ce jour l'altération
moléculaire la plus importante
décrite dans le cancer du sein. De
facon intéressante, I'analyse protéo-
mique indique que la protéine 14-3-3
sigma est en fait présente dans les
cellules cancéreuses de sein, bien
que son transcrit ne soit plus détec-
table, ce qui démontre bien le haut
niveau de sensibilité atteint par I’ana-
lyse protéomique. En définitive,
I’ensemble de ces données illustre la
complémentarité des approches de la
génomique et de la protéomique
pour la mise en évidence de modifi-
cations moléculaires caractéristiques
d’une pathologie.

Les 14-3-3 constituent une famille de
protéines chaperon de structure trés
conservée, qui sont présentes dans
toutes les cellules eucaryotes [4]. La
forme sigma des 14-3-3, initialement
identifiée sous le nom de HMEL1
(human mammary epithelial element)
dans les cellules épithéliales mam-
maires [5] et sous le nhom de strati-

fine dans les kératinocytes [6], serait
spécifique des cellules constituant les
épithéliums. Depuis, 14-3-3 sigma a
également été trouvée dans les cel-
lules de cancer de la vessie [7], du
foie [8] et son rdle dans les processus
de contrble de la croissance cellu-
laire a été précisé. L’implication de
cette protéine dans le processus
tumoral était suggérée a I’époque par
le fait que son ARNm était présent en
quantité moindre dans les cellules
transformées (de la peau et du sein)
que dans les cellules non transfor-
mées [5, 6]. Ainsi, 14-3-3 sigma est
contrblée par le géne suppresseur
p53 et sa surexpression dans la cel-
lule se traduit par un blocage du
cycle cellulaire au niveau de la transi-
tion G2/M et donc par un arrét de la
prolifération cellulaire [9]. De plus,
les cellules déficientes en 14-3-3
sigma ne peuvent maintenir I’arrét
du cycle et meurent lors de leur
entrée en mitose [10]. Enfin,
Laronga et al. [11] ont récemment
montré que 14-3-3 sigma s’associe
aux kinases dépendantes de cyclines
(cdks) et inhibe leur activité promo-
trice de la croissance cellulaire. La
surexpression expérimentale de 14-3-
3 sigma dans les cellules cancéreuses
se traduit par une inhibition de la
prolifération et de la capacité des cel-
lules & se multiplier sans ancrage, ce
qui démontre que cette protéine a
une capacité de réversion du phéno-
type tumoral.

En conclusion, I’ensemble de ces tra-
vaux indique que I’analyse protéo-
mique est une approche pertinente
pour la recherche et I'identification
de nouveaux marqueurs en cancéro-
logie, au méme titre que les
approches de la génomique. La
démonstration que 14-3-3 sigma réegle

négativement la prolifération cellu- m—
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laire et que son niveau est diminué
dans les cancers du sein, indique que
cette protéine peut étre considérée
comme un nouveau suppresseur de
tumeur, ce qui justifie I’évaluation de
son intérét clinique.
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mmm Quand le protéasome est
débordé par les taches. Un défaut
de I’activité du protéasome est
depuis quelque temps fortement
soupgonné de jouer un rdle majeur
dans la mort neuronale induite par
I’expression de génes mutés, codant
pour des protéines mal conformées
du fait de I’extension d’une chaine
de polyglutamines (voir [1] et m/s
2001, n°1, p.125). Ron Kopito et
ses collaborateurs (Stanford Univer-
sity, CA, Etats-Unis) apportent un
argument important a I'appui de
cette hypothése en démontrant la
capacité de telles protéines a blo-
quer I’activité du protéasome de
facon durable [2]. Ces auteurs ont
tout d’abord créé un marqueur vital
de I’activité du protéasome en
introduisant dans les cellules une
construction associant un signal
déclenchant I'ubiquitinylation, et
donc la dégradation par le protéa-
some, et la protéine fluorescente

GFP (GFPY). La GFPY est normale-
ment dégradée en moins de
30 minutes dans les cellules, mais le
blocage du protéasome (par la lac-
tacystine) permet son maintien
d’une facon dépendante de la dose,
ce qui fait de la fluorescence GFP
un marqueur inversement propor-
tionnel a I'activité du protéasome.
Armés de ce fluorochrome condi-
tionnel, les auteurs ont transfecté
les cellules avec des constructions
codant pour des protéines anor-
males, le mutant AF508 de CFTR
(cystic fibrosis membrane conductance
regulator), ou une huntingtine mutée
contenant 103 répétitions CAG.
Dans les deux cas, I’expression des
genes mutés a conduit a des accu-
mulations de protéines agrégées, et
a la diminution nette de I’activité
du protéasome, illustrée par le
maintien d’une forte fluorescence
GFP. Les auteurs privilégient, sans
pouvoir la démontrer toutefois,

I’hypothése d’une séquestration du
protéasome, incapable de dégrader
les protéines mutées mais, en méme
temps, incapable d’arréter de le
tenter pour s’occuper de ses autres
substrats et les laissant donc s’accu-
muler. Quel que soit le mécanisme
précis, ces résultats confortent clai-
rement I'idée que, plutdt que de ne
rechercher qu’une intervention
directe des protéines mutées dans
les voies de mort cellulaires [3], il
faut aussi s’intéresser de fagon plus
générale au dysfonctionnement
qgu’elles peuvent induire indirecte-
ment. Cela, toutefois, ne facilitera
sans doute pas la recherche de voies
thérapeutiques.
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