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Les récepteurs des facteurs
de croissance des fibroblastes :
une famille qui s’agrandit

Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) sont une
famille de sept polypeptides dont I’importance physio-
logique a été trés vite reconnue. Cependant, il a fallu
attendre ces derniéres années pour que leurs récepteurs
soient identifiés : il s’agit de protéines a tyrosine kinase
et de protéoglycanes jouant le réle de protéines acces-
soires. Quatre génes codent pour les récepteurs a tyro-
sine kinase qui, par le biais d’épissages alternatifs,
engendrent de multiples formes. Un seul protéoglycane
a été formellement identifié comme récepteur des FGF,
bien que de nombreux indices suggérent I’existence, la
aussi, d’une famille de protéines. Les FGF et leurs récep-
teurs constituent un cas unique de double redondance,
puisque chaque FGF semble pouvoir se lier a plusieurs
récepteurs, qui, a leur, tour s’associent a plusieurs fac-
teurs. Les avantages d’une telle profusion restent mal
compris, mais plusieurs éléments de réponse sont discutés.

es facteurs de croissance
FGF (historiquement fibro-
blast growth factors) consti-
tuent une famille de sept

sulaires et temporels des génes FGF
sont tres différents d’un géne a
Pautre, pouvant ainsi conférer une
certaine spécificité d’action. La dis-

polypeptides [1] (Tableau I,
p. 812) impliqués dans divers proces-
sus fondamentaux tels que la prolifé-
ration et la différenciation cellulaires,
la réparation tissulaire, le développe-
ment embryologique. Certaines de
ces activités sont souvent la propriété
de plusieurs de ces molécules. Ainsi,
tous les FGF sauf un (FGF7, [3])
sont mitogenes pour des fibroblastes
et tous semblent induire la formation
de mésoderme a des degrés divers. A
I’inverse, les spectres d’expression tis-

tribution et la spécificité des récep-
teurs de surface des FGF représente
certainement un autre moyen d’assu-
rer cette action de fagon discrimina-
toire.

Les récepteurs des FGF (FGFR) sont
également codés par une famille
multigénique. Ce sont des récepteurs
de type tyrosine kinase. Ils sont asso-
ciés a des protéoglycanes qui consti-
tuent des récepteurs de « basse affi-
nité ». Les interactions entre les

récepteurs FGF et leur ligands repré-
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Tableau |

NOUVELLE NOMENCLATURE POUR LES FGF*

Noms historiques Sigles actuels Noms proposés
Acidic fibroblast growth

factor Acidic FGF/aFGF/FGFA |FGF1
Endothelial cell growth

factor ECGF

Heparin binding growth

factor 1 HBGF1

Basic fibroblast growth

factor Basic FGF/bFGF/FGFB FGF2
Heparin binding growth

factor 2 HBGF2

Int2 Int2 FGF3
Kaposi sarcoma FGF ks-FGF/K-FGF/FGFK FGF4
Human stomach cancer

transforming gene HST/HSTF1

Fibroblast growth fac-

tor 5 FGF5 FGF5
Fibroblast growth fac-

tor 6 FGF6 FGF6
Keratinocyte growth fac-

tor KGF FGF7

NOUVELLE NOMENCLATURE POUR LES RECEPTEURS DES FGF

Noms historiques™*

Noms proposés

FLG, CEK1, cFGFR,
bFGFR, N-SAM, FLT2

BEK, CEK3, KGFR,
TK14, TK25, K-SAM

FGFR3, CEK2, JTK4, FLG2
FGFR4, JTK2

FGFR1

FGFR2
FGF3
FGFR4

* D’apres les recommandations de la réunion de nomenclature qui s’est tenue en jan-

vier 1991 & San Diego, Californie (2].

** Compilation réalisée a partir des références citées dans le texte.

sentent un modele d’étude intéressant
a plusieurs titres : d’'une part, la coo-
pération avec des molécules accessoi-
res comme les protéoglycanes semble
dépasser le simple cadre des FGF et
se rencontrer avec d’autres types de
facteurs ; d’autre part, la complexité
structurale des récepteurs eux-mémes
semble indiquer qu’une régulation
particuliere est mise en ceuvre dont
I’analyse sera pleine d’enseigne-
ments ; enfin, les FGF et FGFR sont
empreints d’intérét pour les médeci-
nes futures, par exemple dans le
domaine des maladies cardio-
vasculaires et cancéreuses, ainsi que

dans les phénomenes de cicatrisation
et de réparation tissulaire.

Quatre génes codent pour
les récepteurs aux FGF

En 1988, deux articles publient I’iso-
lement et la caractérisation de deux
nouveaux genes apparentés codant
pour des protéines de la famille des
tyrosine kinases : les génes FLG [4]
et BEK [5], qui deviendront respec-
tivement FGFRI et FGFR2 dans la
nouvelle nomenclature que nous
adopterons ici (Tableau I). Ces deux

geénes seront promis a un bel avenir
m/s n° 8, vol. 8, octobre 92



puisque peu de temps apres le groupe
de L. Williams décrit la structure
d’un récepteur du FGF2 chez le pou-
let, qui n’est autre que ’homologue
de FLG/FGFRI1 [6].

A son tour, et grace aux similitudes
de structure avec FGFR1, FGFR2
était identifié comme récepteur des
FGF1 et FGF2 [7, 8], et, sous une
forme variante, du FGF7 [9]. Dans
le méme temps, il devenait évident
que FGFR1 était capable de se lier
également au FGF1 [8,10] et au
FGF4 [11]. Cette notion de redon-
dance était amplifiée par la décou-
verte de deux nouveaux récepteurs,
capables de se lier au FGF1 ou au
FGF2 : FGFR3 [12] et FGFR4 [13].
Un autre gene codant pour un récep-
teur a tyrosine kinase, apparenté aux
récepteurs aux FGF, était également
décrit (FLG2), mais il semble main-
tenant qu’il s’agisse en fait de
I’homologue murin de FGFR3 [14].
Un type différent de récepteur a
haute affinité pour les FGF a par ail-
leurs été décrit [15], qui ne_posséde-
rait pas d’activité kinase. A I’heure
actuelle, nous ne savons pas si ce
récepteur est capable de transduire
un signal mitogénique, et encore
moins par quels mécanismes précis.

Les FGFR définissent une
nouvelle classe de récep-
teurs a tyrosine kinase

Ces quatre protéines présentent de
fortes similitudes de séquences, allant
de 56 % d’acides aminés identiques
pour la comparaison de FGFR1 et
FGFR4, a plus de 71 % pour la
paire FGFR1 et FGFR2. Une méme
structure générale a pu étre déduite
pour ces quatre récepteurs (figure 1).
La région intracellulaire porte un
domaine kinase en deux parties sépa-
rées par une courte séquence interki-
nase de 14 résidus. Cette séquence
interkinase apparente donc les FGFR
aux récepteurs du CSF1 (colony stimu-
lating factor 1) et du PDGF (platelet
derived growth factor) qui présentent des
domaines kinases séparés respective-
ment par 70 et 104 résidus. Le
domaine extracellulaire des FGFR est
composé de trois boucles de type
« immunoglobulines », ce qui souligne
un peu plus leurs ressemblances avec
les récepteurs du CSF1 et du PDGF,
qui présentent cinq boucles dans leur
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domaine extracellulaire. La faible
taille du domaine interkinase, la pré-
sence de trois boucles « immunoglo-
bulines » au lieu de cinq et, surtout,
la présence d’une « boite acide » —
constituée de quatre a huit acides
aspartiques ou glutamiques — entre
les deux premieres boucles ont con-
duit, malgré des ressemblances évi-
dentes avec les récepteurs du GCSF1
et du PDGF, a ranger les récepteurs
des FGF dans une nouvelle classe de
protéines a tyrosine kinase (figure 2,
p. 814).

Plusieurs formes de récep-
teurs sont codées a partir
d’un méme gene

De maniere tout a fait étonnante
pour ce genre de geénes codant pour
des récepteurs a tyrosine kinase, un
trées grand nombre d’isoformes ont
été décrites, qui sont le résultat de
mécanismes d’épissage alternatif per-
mettant a un seul géne de coder pour
des protéines différentes.

Plusieurs variants de FGFR1 et de
FGFR2 ont ainsi été isolés, qui dif-
ferent par, la présence ou I'absence
de domaines spécifiques. La premiere
modification importante a avoir été
détectée concerne la délétion de la
premiere boucle « immunoglobu-
line ». Cette délétion comprend méme
le domaine « acide » chez FGFR2.
Bizarrement, les formes a deux ou
trois boucles ne présentent pas de dif-
férences d’affinité notables envers
leurs ligands, suggérant que la pre-
miere boucle ne participe pas a la
spécificité de liaison du ligand, bien
que le FGF2 soit capable de former
des complexes covalents avec cette
boucle [16]. Une divergence de la
moitié C-terminale de la troisieme
boucle a été détectée dans les cas de
FGFR2 et de FGFR1 par le truche-
ment d’épissages alternatifs de deux
exons IIIy et III. [17] ; cette varia-
tion introduit des différences d’affinité
importantes, au moins pour FGFR2,
puisque les molécules dérivées des
messagers ayant incorporé I'exon IIIy
ou III. se lient préférentiellement,
respectivement, a FGF7 ou FGF2
[18, 19]. L’incorporation d’un exon
III, lors de I'épissage des messagers
introduit un codon stop en phase
ainsi que des sites de polyadényla-
tion ; il est vraisemblable que ces

messagers permettent la traduction de
protéines sécrétées et constituées de la
majeure partie du domaine extracel-
lulaire [17]. Des messagers capables
de coder pour une forme sécrétée
constituée de la premiere boucle
immunoglobuline précédée du peptide
signal ont également été décrits pour
FGFR1 [20]. Hou et al. [21] ont
détecté ces mémes transcrits, mais
ont postulé qu’une initiation de la
traduction en aval de ces codons stop
permettrait la synthése de formes
intracellulaires. La fonction de ces
formes sécrétées ou intracellulaires
reste cependant difficile a cerner, bien
que P’on puisse envisager des rdles
régulateurs.

Peptide signal

Boucle |
Domaine "acide"

Boucle ll

Boucle I

O

Transmembranaire

Kinase |

Interkinase

Kinase Il

Figure 1. Représentation schémati-
que de la structure des récepteurs
des FGF. Les récepteurs des FGF pré-
sentent une structure extracellulaire en
trois boucles « immunoglobulines ».
Une boite « acide » est également pré-
sente entre la premiére et la deuxiéme
boucle. Le domaine catalytique
intracytoplasmique est constitué de
deux domaines kinases séparés par
une courte séquence interkinase.
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EGFR

IGFR

EPH AXL TRK

FGFR PDGFR FLT1/FLK1

Figure 2. Les récepteurs des FGF constituent une nouvelle classe de récepteurs a tyrosine kinase. Les domai-
nes catalytiques des récepteurs sont représentés en rouge tramé. Les boites hachurées rose foncé verticalement cor-
respondent a des régions riches en cystéines, celles rose clair hachurées horizontalement a des domaines fibronecti-
nes. Les boucles immunoglobulines et le domaine « acide » des FGFR (boite noire) sont également représentés. Cha-
cun des récepteurs est désigné par son sigle : EGFR, récepteur du facteur de croissance épidermique ; IGFR, récep-
teur de l'insuline ; EPH, récepteur d’un ligand encore inconnu, et dont I’ADNc a été isolé a partir de tissu hépatique ;
TRK, récepteur du facteur de croissance nerveux ; FGFR, récepteur des FGF ; PDGFR, récepteur des facteurs de crois-
sance dérivés des plaquettes ; FLT1/FLK1 seraient apparentés a des récepteurs de facteurs de croissance endothéliaux.

Une délétion d’une grande partie du
domaine kinase de FGFR1 a été
décrite [21] ; bien qu’aucune donnée
ne soit disponible sur Pactivité de
cette protéine, il semble vraisembla-
ble que la fonction kinase ait disparu
et que, par conséquent, ce variant ait
un réle régulateur négatif. Des délé-
tions moins importantes du domaine
C-terminal ont aussi été décrites pour
FGFR2 [22, 23]. Ces délétions
n’affectent pas le domaine catalytique
per se, mais impliquent les régions
régulatrices négatives communément
retrouvées en aval du site catalytique.
Ces délétions, contrairement a ce qui
a été postulé pour FGFR1, pour-
raient donc avoir un réle d’activation
de la fonction kinase [23].

D’autres modifications d’apparence

s plus mineure, mais qui pourraient
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avoir une importance considérable sur
la régulation de I’activité de ces kina-
ses a tyrosine, ont été rapportées. La
premieére concerne la présence (ou
I’absence) d’un dipeptide Arg-Met
(Arg-Arg chez la souris) entre la bofte
« acide » et la deuxieme boucle
immunoglobuline de FGFR1 [24].
Kiefer et al. [25] ont montré que
I’incorporation de ce dipeptide pou-
vait é&tre expliquée par des mécanis-
mes d’épissage alternatif agissant au
niveau de deux sites donneurs (dis-
tants de six nucléotides) et d’un site
accepteur. Un deuxieme dipeptide
(Thr-Val), au niveau du domaine
juxtamembranaire, présente le méme
phénomene d’insertion-délétion dans
FGFR1 et FGFR2. Les mécanismes
impliqués sont bien moins documen-
tés que pour le dipeptide Arg-Met de

FGFR1. Une analyse détaillée des
séquences nucléotidiques suggere
néanmoins I’existence de deux sites
donneurs et d’un site accepteur, et
donc un meécanisme semblable (F.
Coulier, observation non publiée). Ce
dipeptide pourrait correspondre a un
site potentiel de phosphorylation par
une kinase a sérine/thréonine, ce qui
a permis 2 W. McKeehan de propo-
ser un rble de ce dipeptide dans la
régulation de l'activité de ces récep-
teurs [21].

La combinaison des différents
variants décrits ci-dessus permet le
foisonnement d’un nombre considéra-
ble de formes potentielles pour ces
deux récepteurs FGFR1 et FGFR2
(figure 3). En revanche, et de facon
finalement assez surprenante, il ne
semble pas que les autres membres
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Figure 3. Des mécanismes d’épis-
sage alternatif permettent la pro-
duction de multiples formes de
récepteurs des FGF. Nous avons
représenté ici les formes potentielles
engendrées par l'insertion des diffé-
rents exons alternatifs. La variabilité
observée au niveau de la moitié C-
terminale de la troisieme boucle immu-
noglobuline est représentée par des
traits épais plus ou moins foncés. Le
nombre total de variants est a multi-
plier par 4 (FGFR 1) ou par 2 (FGFR2)
si I'on tient compte de l'insertion/délé-
tion des dipeptides Arg-Met (FGFR1)
et Thr-Val (FGFR1 et FGFR2), consé-
cutives a I'utilisation de sites alterna-
tifs d’épissage.

de la famille (FGFR3 et FGFR4)
soient 1’objet de telles variations.

FGFR et
transphosphorylation

Apres activation par leurs ligands res-
pectifs, les récepteurs a tyrosine
kinase forment des dimeres capables
de s’autophosphoryler [26]. Récem-
ment, les travaux de F. Bellot ont
permis de montrer que les FGFR
seralent également capables de phos-
phorylations induites par liaison du
ligand [27]. Les auteurs ont suggéré
un mécanisme de trans-
phosphorylation apres dimérisation
des FGFR. Les récepteurs des FGF
se distinguent cependant des autres
récepteurs par le fait qu’ils pourraient
non seulement s’associer entre eux
(FGFR1 et FGFR2, par exemple),
mais aussi entre les différents variants
(formes a deux et trois boucles immu-
noglobulines) pour former des hété-
rodimeres. Apres activation et homo-
m/s n° 8, vol. 8, octobre 92

ou hétérodimérisation, les FGFR
seraient donc capables de s’autophos-
phoryler et de transphosphoryler leur
vis-a-vis [27]. Il faudra attendre con-
firmation par d’autres travaux pour
établir définitivement ce modele. La
phospholipase C-y, qui peut s’asso-
cier aux récepteurs des FGF au
niveau d’un résidu phosphotyrosine
situé dans la partie C-terminale [28],
est, elle aussi, un substrat cytoplas-
mique de ces récepteurs [29] et par-
ticipe donc trés probablement a la
chaine de transduction du signal
mitogene (figure 4).

La liaison aux récepteurs
des FGF est facilitée

par des glycoprotéines
spécifiques

Les FGF partagent la propriété de se
lier spécifiquement et a haute affinité

a I’héparine et aux sulfates d’hépa-
ran. La signification biologique de
cette caractéristique est cependant
restée longtemps mal comprise. Les
sulfates d’héparan sont un des cons-
tituants de la matrice extracellulaire,
sous la forme de protéoglycanes
riches en sulfate d’héparan (HSPG),
et jouent certainement un role majeur
dans la localisation des FGF au
niveau de la matrice extracellulaire.

En 1990, M. Kiefer et al. [30] iso-
laient par clonage d’affinité un gene
codant pour un récepteur a basse affi-
nité du FGF2. Ce récepteur était en
fait le syndécan, une protéine trans-
membranaire déja connue [31] de 309
résidus d’amino-acides (figure 3,
p. 816). La partie extracellulaire du
syndécan comporte un site de
glycosylation liée aux asparagines, et
cinq sites d’attachement de glycosa-
minoglycanes occupés principalement

€D,

T

——

“ey] 6

®
=

Signal
o P Transphosphorylation
Liaison des FGF dgg?zgzat“ezr:s et phosphorylation
P de la PLC-y

Figure 4. L’activation des FGFR passerait par une dimérisation et la phos-
phorylation de la PLC-y. Dans ce modele, suggéré par I’'équipe de J. Schles-
singer [27, 28], les FGFR subiraient une phosphorylation croisée aprés une
dimérisation induite par leur ligand. Les récepteurs phosphorylés seraient alors

capables de s’associer avec la phospholipase Cy (PLC-y).
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par des sulfates d’héparan [32]. Ce
domaine extracellulaire présente éga-
lement un site de clivage protéolyti-
que a proximité du domaine trans-
membranaire. Le syndécan, comme
les autres protéoglycanes déja isolés
(fibroglycan, syndécan 3), possede un
court segment intracellulaire (34 rési-
dus) particulierement conservé entre
especes ainsi que parmi les autres
membres de cette famille de protéi-
nes [30, 33]. D’autres types d’HSPG
semblent exister, bien que leurs geénes
n’aient pas encore été clonés ;
I’équipe de Vlodavsky [34] a par
exemple montré qu’environ 5 % du
FGF2 présent dans la matrice extra-
cellulaire était lié a des HSPG ancrés

Figure 5. Un récepteur des FGF
sans activité tyrosine kinase : le
syndécan. Le syndécan est une pro-
téine de 309 résidus, comportant cinq
sites d’attachement des glycosami-
noglycanes (GAG) et un site de
glycosylation lié aux asparagines
{CHO). Un site de clivage protéolyti-
que a proximité de la membrane plas-
mique est également indiqué. TM :
domaine transmembranaire.
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a2 la membrane plasmique par des
glycosylphosphatidylinositols (GPI-
HSPG).

A la suite d’expériences élégantes, A.
Yayon et al. [35] ont montré que les
HSPG étaient nécessaires a la liaison
du FGF2 a ses récepteurs de haute
affinité, probablement en jouant un
r6le de molécules présentatrices.
L’effet de ces HSPG pouvait étre
mimé par ’addition d’héparine libre
dans le milieu, et ces auteurs ont sug-
géré que les HSPG puissent induire
des changements conformationnels du
FGF2 nécessaire a la liaison aux
récepteurs a haute affinité (figure 64).
Un role de réservoir a FGF (figure
6B) a aussi été proposé pour les
HSPG. Dans ce modele, les FGF
pourraient étre libérés de la matrice
extracellulaire par des endoglycosi-
dases, des protéases ou bien des
phospholipases C spécifiques des
glycosylphosphatidylinositols, et,
ainsi, exercer un effet autocrine et/ou
paracrine [34].

médecine/sciences avait rapporté le réle
des récepteurs aux FGF dans I'infec-
tion herpétique [36]. II semblerait
maintenant que les FGFR n’auraient
pas de réle direct dans I’infection par
le virus herpés, mais ce seraient les
HSPG, et plus spécifiquement les
récepteurs a basse affinité du FGF2,
qui serviraient de porte d’entrée a ce
virus [37].

La conception que I'on se fait du réle
des protéoglycanes dans la réception
des signaux tend d’ailleurs a se géné-
raliser : des glycoprotéines ont été
également impliquées dans la liaison
des neurotrophines, des TGFf (trans-
forming growth factor ) et du VEGF
(vascular endothelial growth factor) a leurs
récepteurs respectifs.

Un cas unique de double
redondance

Les données sur les liaisons des FGF
a leurs récepteurs sont encore parcel-
laires, puisque toutes les combinai-
sons n’ont pas encore été étudiées a
ce jour. Les résultats disponibles indi-
quent cependant une faible spécificité
des FGFR vis-a-vis des différents
FGF [6-13, 38] (7ableau II). Les
familles des FGF et de leurs récep-
teurs représentent un cas de double
redondance unique par sa complexité
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Liaison des FGF Changement

aux HSPG conformationnel Liaison aux FGFR

Libération par
FGF liés aux HSPG clivage (protéases, Liaison aux FGFR
GPI-PLC, etc. )

Figure 6. Deux hypothéses quant aux réles des protéoglycanes. A. Lors
de la liaison des FGF, les protéoglycanes induiraient un changement confor-
mationnel nécessaire pour la liaison des FGF aux récepteurs a tyrosine kinase
(FGFR). B. Les protéoglycanes pourraient servir de réservoir 8 FGF. Aprés cli-
vage par des endoglycosidases, des protéases ou des phospholipases C spé-
cifiques des glycosylphosphatidylinositols, les FGF seraient disponibles pour la
liaison aux FGFR. HSPG : protéoglycanes riches en sulfate d’héparan ; GPI-PLC :
phospholipase C spécifique des glycosyl-phosphatidylinositols.

Tableau Il
LIAISON DES FGF A LEURS RECEPTEURS*
FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4

FGF1 QOui Oui Oui
FGF2 Oui Oui Oui Non
FGF3

FGF4 QOui Oui QOui
FGF5 Non
FGF6 Oui
FGF7 Oui Non

* Compilation réalisée & partir des références citées dans le texte.
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(si 'on excepte les cas, plus simples,
de la neurotrophine 3 [39] et des fac-
teurs de croissance dérivés des pla-
quettes (PDGF) [40]), puisqu’un
méme facteur peut se lier a plusieurs
récepteurs, et qu’un récepteur peut
étre activé par plusieurs FGF. Quel
est ’avantage, pour un organisme
complexe, d’une telle profusion ? Si
cette question reste essentiellement
non résolue, plusieurs éléments de
réponse, d’ailleurs absolument non
exclusifs, peuvent étre envisagés. Le
défaut d’un couple facteur/récepteur
pourrait étre compensé par une autre
paire, et ainsi prévenir des désordres
trop importants. Des expériences de
mutagenese ciblée ont été réalisées
sur des membres de la famille FGF
[41], mais elles n’ont pas permis a ce
jour de confirmer ni d’infirmer cette
hypothese.

En contrepartie, il est permis d’ima-
giner que cette redondance est beau-
coup plus limitée iz vivo qu’il n’y
parait in vitro. Une plus grande spé-
cificité fonctionnelle est trés probable-
ment apportée par des moments et
des lieux d’expression distincts entre
les FGF et leurs récepteurs, surtout
si I’on considere que les FGF, piégés
dans la matrice extracellulaire, sont
vraisemblablement peu mobiles. Les
résultats sur ’expression des FGF et
de leurs récepteurs s’accumulent a
grande vitesse, mais restent encore
trop partiels pour pouvoir en tirer des
conclusions plus définitives. Enfin, les
complexes récepteurs a la surface des
cellules cibles, constitués de pro-
téoglycanes et de plusieurs FGFR,
pourraient apporter, par une simple
combinatoire, une spécificité qu’il
n’est pas possible d’appréhender dans
des systemes in witro forcément
simplifiés W
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Summary
The fibroblast growth factor
receptors : a growing family

The fibroblast growth factors
(FGF) are a family of seven poly-
peptides, the physiological impor-
tance of which has been early
recognized. By contrast, their
reccptors have been identified only
recently : they consist of protein
tyrosine kinases, and of proteogly-
cans that serve as accessory mole-
cules. Four genes code for recep-
tor tyrosine kinases that, through
alternative splicing mechanisms,
generate multiple receptor moie-
ties. A single protcoglycan has
been formally identified as recep-
tor for the FGFs, but several clues
led to suggest that this syndecan
is but one member of a whole
family of proteins. The FGFs and
their reccptors constitutc a unique
example of double redundancy, as
each FGF secms to associate to
several receptor molecules, which
in turn bind several FGFs. The
advantages of such a profusion arc
not well understood, and several
explanations arc discussed.
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