N

HAL

open science

Protéomique et cancer du sein: en théorie et en pratique

Frédérique Spyratos

» To cite this version:

Frédérique Spyratos. Protéomique et cancer du sein: en théorie et en pratique. 26emes Journées
de la Société francaise de sénologie et de pathologie mammaire (SFSPM), Nov 2004, Nancy, France.

pp.46-53. hal-03573601

HAL Id: hal-03573601
https://hal.science/hal-03573601
Submitted on 14 Feb 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.science/hal-03573601
https://hal.archives-ouvertes.fr

Protéomique et cancer du sein :
en théorie et en pratigue

Proteomic and breast cancer: theory and practice
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F. Spyratos @

u’est-ce que la protéomique ?

Jusgu’aux années 1980, I’ essentiel de la recherche biologique a suivi un schéma qualifié
depuis d' hypothético-déductif et réductif. Dans le champ de |a biologie cancérologique, cela
S est traduit par I’ étude au niveau protéique de facteurs individuel's, pronostiques et/ou pré-
dictifsliés, dansla plupart des cas, a une hypothése biologique. Les outils utilisables en pra-
tique clinique courante ne permettaient pas encore d appréhender |e caractére pléiomorphe,
évolutif et instable des tumeurs. L’ approche réductionniste et ponctuelle, consistant aisoler
un parametre de son contexte alors qu’il existe, au sein de latumeur, une accumulation d’ al-
térations, est alors apparu sinon simpliste, du moins préliminaire et limitée. Les dernieres
années ont été marquées par |’ émergence du concept de biologie a grande échelle qui repose
sur le postulat selon lequel les systémes biologiques sont des réseaux complexes, une&ude al’ &
chellela plus grande possible apportant forcément un surcroit de connai ssances. La concep-
tualisation de cette approche a été appliquée d' abord aux acides nucléiques, du fait de lamatu-
rité des outils utilisés pour le clonage et le sequencage de I’ ADN. 1ls permettent, par exemple,
| analyse a grande échelle de profils d’ expression de génes (biopuces a ADN ou ARN).

Cependant, la“rédité” celulaire dépend deI’emploi du répertoire constitué par le génome
d’ une cellule, en termes de choix de protéines exprimées, de niveaux d expression des pro-
duits des génes, de modulation de la fonctionnalité des protéines (par des modifications post-
traductionnelles par exemple) et, enfin, du fonctionnement des protéines sous forme de com-
plexes multimoléculaires. Le génome est, par définition, statique alors que les protéines
exprimées répondent aux conditions de I’ endroit et du moment. L’ étude des protéines est donc

1. Laboratoire d’oncobiologie, centre René-Huguenin, Saint-Cloud.
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plus proche de la physiologie cellulaire. L’ ensemble des protéines contenues dans une cellule
est encore plus vaste, complexe et dynamique que le génome. En effet, chagque gene peut pro-
duire plusieurs protéines, acteurs-clés du métabolisme cellulaire, et qui peuvent elles-mémes
étre modifiées par lamachinerie cellulaire. Danslaplupart des maladies, le niveau d' activité
des protéines est affecté, I’ éude de leur dynamique est donc essentiel pour une meilleure com-
préhension des mécanismes de démarrage ou de progression des maladies.

L’ étude des protéines a grande échelle est devenue une branche nouvelle de la biochimie.
Le protéome, terme proposé en 1995, désigne I’ ensemble des protéines exprimées par le
génome d’ une cellule, d’un tissu ou d’ un organe a un moment donné. L’ analyse protéomique
permet une description dynamique de la régulation de I’ expression des genes, grace al’ étude
des protéines et de leurs modifications post-traductionnelles [ 1-4].

Par dérive sémantique, une approche de type protéomique ne désigne aujourd’ hui plus seu-
lement des travaux visant a caractériser le protéome d’ une cellule entiere, mais plutot une
étude utilisant |es techniques de la protéomique (électrophorese et spectrométrie de masse)
pour identifier de maniére systématique les protéines contenues dans un échantillon plus ou
moins complexe.

L’ analyse protéomique permet notamment :
—larecherche et I identification systématique de I’ ensemble des protéines constituant un orga-
nisme, un tissu, une fraction cellulaire... ;
—I"identification des proté nes constituant un complexe protéique (interactions protéines-pro-
téines) ;
—larecherche et I identification de protéines impliquées dans des voies de signalisation, par
exemple par une analyse différentielle (sauvage/mutant).

L e développement et | utilisation pratique de la protéomique ont longtemps été limités par
lalourdeur des technologies et la grande quantité de matériel nécessaire pour I’ analyse.

L’ approche protéomique classique est fondée sur |e couplage de trois technologies de pointe :

1) I’ éectrophorése bidimensionnelle qui permet de séparer plusieurs milliers de protéines
d’un méme échantillon ;

2) la spectrométrie de masse qui permet d’identifier ces protéines et de mettre en évidence
leurs modifications post-traductionnelles ;

3) la bioinformatique permettant la quantification du niveau des protéines et la constitution
de bases de données.

Dans le domaine cancérol ogique, des publications paraissaient réguliérement, toutes loca
lisations confondues, utilisant des techniques et des appareillages réservés a des structures
tres spécialisées. Toute utilisation de ces méthodes semblait inapplicable en pratique clinique
jusgu’en 2002 ou une série d' articles utilisant une méthodol ogie plus simple de puces a pro-
téines (Proteinchip® Ciphergen) décrite plus loin, soulevait alafois espoirs et polémiques
comme on valevair [5, 6].

Apres avoir présenté rapidement les différentes approches méthodol ogiques de protéo-
mique, on présentera les études réalisées le plus souvent par des techniques classiques dans
le cancer du sein. On verra ensuite dans quelle mesure on pouvait justifier I enthousiasme
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suscité par |I’avenement de techniques de “ puces a protéines’ dans les applications cancéro-
logiques, essentiellement dans le dépistage au niveau sérique du cancer de |’ ovaire et du can-
cer de la prostate, avant de conclure sur ce que I’ on pouvait attendre raisonnablement des nou-
velles générations de techniques de protéomique.

Principales techniques de protéomique

L analyse protéomique peut étre séparée en différentes étapes :
— préparation des échantillons ;
— Séparation des protéines par des techniques chromatographiques ou € éctrophorétiques (gels
d’ électrophorése mono- ou bidimensionnelle, électrophorese capillaire, supports solides ou
billes, puces a proténes...) ;
— analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF, mgms, SELDI-TOF...) ;
— interrogations des banques de données.

Méthode classique : séparation par électrophorese bidimensionnelle,
puis identification par spectromeétrie de masse

Classiquement, les protéines contenues dans |’ échantillon biol ogique éudié sont d abord solu-
hilisées, puis separées par ectrophorese bidimensonnelle, et identifiées par spectromeétrie de masse
[1, 2].

L’ dectrophor ése bidimensionneleest une méthode tres résol utive de séparation des protéines
sdon leur point isodectrique (pl) et leur masse moléculaire. La premiere dimension sépare les pro-
téines selon leur pl dans un gel de polyacrylamide comportant un gradient de pH. L’ utilisation des
gradients de pH immobilisés a cons dérablement accru lareproductibilité, laflexibilité et lacapa
cité des separations par dectrophorése bidimensionnelle. La deuxieme dimension utilise I’ éectro-
phorése en présence de SD'S (sodium dodecylsulfate), qui sépare les protéines selon leur masse. La
premiere dimension est celle qui apporte le surcroit d' information le plus net, en séparant lesiso-
formes ou les formes modiifiées des protéines (par exemple phosphorylées ou glycosylées). En revan-
che, cette premiére dimension est auss e point faible de latechnique : lefait d amener les proté-
nesaleur pl limite la capacité de la séparation, car le pl représente le point de solubilité minimale.

Il faut ensuite procéder au traitement et alamise en image de la séparation protéique qui permet
d établir une carte peptidigue. On peut colorer specifiquement les proténes (bleu de Coomassie,
argent...), utiliser une révéaion par fluorescence, chimioluminescence, isotopes radioactifs.... Des
progres considérables ont été faits dansle traitement de I'image. Deslogiciels performants per-
mettent de détecter et de caractériser les taches protéiques, de comparer entre ellesles cartes afin
d’ établir des cartes de référence. Cette étape reste, malgré ces progres, la grande difficulté de
I analyse protéomique classique.

Il est possible au moyen de |’ éectrophorese bidimensionnelle d’ analyser, Ssmultanément et de
fagon quantitative (& 10 % pres environ), I’ expression d’ un millier de protéines, en prenant en
compte I’ ensembl e des phénomeénes de régulation, y compris la majorité des régulations post-
traductionnelles, qui modifient souvent le pl. Toutes ces modifications seront identifiables a partir
d'un gel bidimensionndl.
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Jusqu’ a ces derniéres années, I étape de I’ identification des protéines, correspondant a un spot
donné sur une éectrophorese bidimensionnelle, éait difficile ou lourde a mettre en cauvre (immu-
nodétection, séquencage N-terminad  ou microséquencage d’ Edman). Aujourd’ hui, lamise au point
de techniques d'identification a grande échelle atransformé cette étape : lapremiére avancée est le
séquencage du genome dont la genéralisation permet |e développement concomitant de bases de
données protéiques et des outils informatiques nécessaires aleur exploitation. La seconde avancée
concerne |’ ensemble des progres liés al’ instrumentation de la spectrométrie de masse adaptée a
I analyse de milieux biologiques complexes. On utilise aujourd’ hui une technigue couplant I’ éec-
trophorese bidimensonnelle ala sensihilité et ala précison de la spectrométrie de masse. La spec-
trométrie de masse permet |a séparation des protéines en fonction du rapport de leur masse (m) ala
charge (2) qu’ elles acquiérent lors d’ une excitation (m/z). Des aménagements technol ogiques
récents, soit sur les modalités d’ excitation, soit sur la séparation proprement dite, permettent des
andyses ahaut débit. En biologie clinique, 1a spectrométrie de masse MALDI-TOF est laméthode
la plus couramment utiliste. MALDI caractérise lamoddité d’ excitation (Matrix Assisted L aser
Desorptior/lonization) et TOF lamodalité de s&paration (Time Of Flight).

La protéine, repérée sur un gel d’ électrophorese bidimensionnelle aprés coloration al’ ar-
gent par exemple, est digérée par latrypsine al’intérieur méme du gel de polyacrylamide.
L’ ensemble des masses des peptides générés par latrypsine congtitue la carte peptidigque mas-
sique de la protéine. Les masses lues recouvrent 94 % de la séquence totale de la protéine.
Celle-ci constitue une véritable empreinte digitale de la protéine : des logiciels sont en effet
capables d'identifier la protéine digérée en comparant |a carte peptide massi que obtenue aux
cartes peptidigues massiques théoriques déduites des séquences de chague proténe présente
dans |es banques de données (apres avoir effectué une digestion fictive de ces protéines par
latrypsine). Cette approche permet d’identifier les protéines, a condition bien sir que celles-
ci soient recensées dans les banques de données. Lorsque la protéine n’est pas présente dans
ces banques, il est possible d’ obtenir des informations sur la séquence en acides aminés des
peptides trypsiques en étudiant les masses des produits de fragmentation de ces peptides en
mode MS/MS (double spectrométrie) al’ aide d’ un spectromeétre de masse de type “ nano-€lec-
trospray”. L’ échantillon protéique en solution est soumis d’ abord & un champ électrique
intense qui entraine sa pulvérisation en gouttel ettes de plus en plusfines, jusqu’ al’ obtention
d’ions protéiques chargés étudiés dans un second anayseur en temps de vol qui donne acces
asa séguence peptidique.

L’ é&ude de |a carte peptidique massique d une protéine permet également d'identifier et delocar
liser d’ éventuelles modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation,...). Ces
modifications se traduisent, en effet, sur la carte peptidique massique par des peptides présentant
des incréments de masse (par exemple 80 Da pour une phosphorylation) par rapport aux masses
théoriques attendues d' gprés la séquence en acides aminés de la protéine. De méme, une mutation
pourra étre détectée et localisée par une“anomadi€’ dans la carte peptidique massique de laproténe,

Il S avere aujourd hui que le pouvoir résolutif des gel's d' é ectrophorése bidimensionnels couplé
alx dével oppements récents des techniques d andyse par spectrométrie de masse relancent de facon
spectaculaire lamicroanayse des protéines comme moyen performant pour contribuer arésoudre
les questions posées par | étude de la cellule. Les limites de cette approche, essentiellement
dues a |’ électrophorese bidimensionnelle, concernent les difficultés a analyser des protéines
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minoritaires ou membranaires, et les limites en termes de débit d’ analyse et de miniaturisa-
tion. D’ autres schémas d’ analyse protéomique ont donc été dével oppés.

Chromatographie et spectrométrie de masse : “puces a protéines”

Pour des raisons de miniaturisation, les techniques chromatographiques se sont implantées sous
forme non pas de colonnes, mais de surfaces d’ adsorption planes ou de billes. Des sociétés (comme
Ciphergen et Bruker) ont dével oppé des méthodes de “ purification” des protéines prédablesala
congtitution du spectre. Le principe consste donc a déposer un échantillon complexe (serum, urine,
extrait tissulaire...) sur lasurface chromatographigue contenant 8 a 24 stesactifsde 1 mmdedia
mettre congtitués de surfaces chimiques ou biochimiques, et permettant la capture sélective des pro-
téinesd'intéré. L’ échantillon est dorsdué partidlement jusqu’ a ce qu' un nombre de protéines com-
patible avec larésolution du spectrométre de masse soit adsorbé. Dans le cas de la plate-forme
Proteinchip® de Ciphergen, des barrettes permettent I adsorption sdective de groupes de proténes,
I"interaction avec lamatrice et | excitation, on parle alors de SELDI (Surface Enhanced L aser
Desorption/lonization). Dans cette technologie, ce qui est retenu sur la surface chromatographique
est analysé en spectrométrie de masse. Dans une variante (gammeAutoflex® de Brucker), on ana-
lyse les éluats successifs de |’ échantillon complexe adsorbé sur des billes ; la complexité de
" échantillon est mieux prise en compte.

Ces systémes sont utilisés de maniére comparative (par exemple, étude de profils différen-
tiels obtenus a partir de serum normal et de sérum de patients atteints de pathol ogie cancé-
reuse). Du fait de leur miniaturisation, ces techniques sont bien adaptées al’ analyse d’ échan-
tillons contenant de faibles concentrations protéiques. Leur simplicité d' utilisation les rend
accessible a des laboratoires moins spécialises que ceux utilisant les techniques classiques. I
faut cependant bien réaliser qu’ une bonne connaissance de la chimie des protéinesreste le
préal able indispensable a une utilisation optimale de ces méthodol ogies. Elles ont également
deslimites : elle sont plut6t adaptées al’ analyse de protéines de petite taille et du fait méme
du principe de I’ analyse, la perte en nombre de marqueurs potentiels est considérable.

La protéomique est une approche récente ; de cefait, elle est encore tres perfectible, au
niveau de toutes les étapes d' analyse.

Proteomique et cancer du sein

En cancérologie, I' analyse protéomique permet, en théorie, I"identification de profils protéiques
et de marqueurs biologiques pour favoriser un diagnostic précoce, prédire I’ évolution, suivre les
patients en cours de traitement et aider ala définition de nouvelles classes de médicaments.

L’ exemple du cancer du sein illustre bien les avancées significatives obtenues ces dernieres
années avec les progres récents de I’ dectrophorese-2D, de la spectrométrie de mase et de |’ arrivee
des puces a protéines dans différents axes::

« Etablissement de cartes d' expression protéique de différents types de cellules épithdliales du sein
normal ou de lignées de cellulestumoraes. Cestravaux ont établi les bases satistiques del’ analyse
des éectrophoreses-2D et permis de congtruire des banques de données| 7, 8].

*Obtention de cartes d' expression différentielles. De nombreuses proté nes sous-exprimees ou sur-
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exprimées dans les cellulestumoraes ont aing éé caractérisees, éventuellement gpres microdissec-
tion de composantsinvasifset insitu[ 9, 10]. Le groupe de Hondermarck [ 10-13] acompareé des
profils protéomiques de cellules normales, de cellules cancéreuses et destumeurs. Il amis en évi-
dence une diminution significative de |’ expression de la proténe 14-3-3 sigma (impliquée dansle
controle du cycle cdlulaire) dansles cancers du sein par rgpport aux cellules mammaires normales.

» Protéomique spécifique et fonctionnelle. Certaines modifications podt-traductionnelles comme la
phosphorylation ou la glycosylation ont été utilisées pour caractériser un mécanisme de proliféra
tion des cellulestumoraes[ 14].

« Caractérisation de familles de protéinesintracel lulaires gpres marquage d affinité ou apres purifi-
cation par chromatographie d' affinite[ 15).

Desréaultats préliminaires ont &€ auss rgpportés utilisant les puces a protéines Proteinchiff dans
différents milieux biologiques. Danstous les cas, des profils protéiques différentiels ont &é misen
évidence, sansidentification formelle des protéines : s&rums de femmes ayant des pathologies du
sein bénignes et malignes|[ 16], liquides d’ aspiration mamelonnaire de femmes normales et por-
teuses de cancers du sein[17], plasmas de patientes ayant recu différents protocol es de chimiothé-
rapie néoadjuvante ou adjuvante[ 18]. Il s agit, danstous|es cas, d’ éudestres préliminaires avec
desinsuffisances de données de reproductibilité et de répéetablilité.

Polémiques autour de la technique Proteinchip® Ciphergen

Les premiers travaux publiés utilisant des “puces a protéines’ ont été réalisés par la tech-
nologie Proteinchip® Ciphergen sur sérum et ils visaient le diagnostic précoce de certaines
tumeurs dont les cancersde |’ ovaire et de la prostate [ 5, 6] . IIs rapportaient qu’ un profil pro-
téomique déterminé dans le sérum était capable de diagnostiquer les cancers del’ ovaire et de
la prostate avec une spécificité et une sensibilité jamais égalée jusgque-la avec les marqueurs
classiques. Ces résultats avaient été rapidement relayés par la presse populaire, les scienti-
fiques et méme les politiciens, générant un enthousiasme sans doute disproportionné. Des cri-
tiques ont commence a étre publiées [19, 24] suggérant que les étapes de standardisation et
de validation nécessaires avant I’ utilisation de cette méthode avaient été sous-estimees dans
les premieres publications. Le premier point concernait le potentiel de reproductibilité de ce
type de technique. Reprenant les articles publiés sur le cancer de la prostate, Diamandis [ 20]
constatait que deux groupes de recherche utilisant |es mémes approches expérimentales, mais
pas les mémes outils informatiques, ne mettaient pas en évidence les mémes pics permettant
de discriminer le tissu normal du tissu tumoral. Par ailleurs, les marqueurs habituels retrouvés
dans le cancer de la prostate n’ étaient pas retrouvés. Diamandis posait également la question
delasenghilité de la détection de latechnologie Proteinchi® qui he semble pas capable de détec-
ter des proténes a une concentration inférieure a 1 pg/ml. Les marqueurs tumoraux usuels sont a
des concentrations beaucoup plus faibles. Avec une certaine ironie, Diamandis souligne que les
proténes proposées comme “nouveaux” marqueurs par la technologie Proteinchip®, comme
" apoprotéine A1, I haptoglobin o, avaient €té proposéesil y atrente ans puis abandonnées
en raison de leur faible spécificité et sensibilité. Les différences observées entre les sérums
controles et |es sérums des patients porteurs de cancers n’ é@aient donc peut-étre pas exclusivement
liées au cancer. Les données sur de nombreux points qui affectent reproductibilité et répétabilite

L—
26% journees de la SFSPM, Nancy, novembre 2004 51



F. Spyratos

destechniques ont aussi été soulignées[21] : effet de paramétrestels que lavariabilité dansle
recueil des échantillons, leur traitement et |e type de conservation, les caractéristiques des popu-
lations étudiées en termes de sexe, ethnicité, statut hormonal, habitudes nutritionnelles, usage de
médicaments..., les biais statistiques, lavariation de la stabilité de la spectrométrie de masse, et
des puces aprotéines. L’ utilisation d’ outils informatiques complexes pour analyser |es données
augmente la probabilité de mener trop loin un apprentissage, voire de modéliser |e bruit de fond
(overfitting) et donc d obtenir des résultats erronés et non reproductibles. Le groupe dePetricoin
areconnu que beaucoup detravail restait afaire pour vaider ces nouvelles approches et que les
premieres publications n’ avaient pour but que de montrer lafaisabilité de ces nouvelles techniques.
llsont auss convenu que I’ éape d'identification des protéines est indispensable et que I on ne peut
se contenter de profils différentiels de pics non identifiés comme ce fut |e cas des premiéres publi-
cations[ 25, 26]. Face al’ agressivité de ses contradicteurs, il osel’analogie avec I accuell incré-
dule et dubitatif réservé au premier vol stabilisé (260 metres en 59 secondes) d’ un appareil a
moteur pluslourd que !’ air en 1903 par lesfreres Wright, aKitty Hawk, en Caroline du Nord[ 27].
llsavaient fourni lapreuve qu’ un tel gppareil pouvait voler. C' était auss le point de départ del’ aé-
ronautique moderne. ..

On est aing passé d' un exces d’ enthousiasme a une vision trop négative de technol ogies nou-
velles, niant leur intérét potentiel indiscutable et ne leur laissant pas le temps de faire leurs preu-
des moyens modernes de communication et de mediatisation, et les puces a proténes sont un bon
exemple des dérives qui peuvent en découler.

L es premiers résultats portant sur I’ éude de systemes biologiques complexes qui commencent
aétre publiés, mettent en lumiere le potentiel de ces analyses alarge échelle. Cependant, il faut
garder en mémoire que les outils, les concepts et les méthodes d' andyse de I’ information générée
par ces approches sont encore en plein développement.

Apréslarévolution génomique, lacommunauté internationale s organise autour du protéome
humain. Des efforts internationauix cherchent a structurer larecherche en protéomique. Au début
del’année 2001, un organisme portant sur le protéome, le Human Proteome Organization (HUPO),
aééfondé afin derassembler I’ expertise internationa e dans ce domaine. Sur un plan conceptue,
lesidées évoluent auss et certains commencent as éever contre la dictature du “tout génétique”
[28]. L’ édification d’ un étre dépend des genes, mais auss de mécanismes relevant d’ une vérita-
ble sociologie cellulaire et du jeu complexe des interactions avec |’ environnement pris dans son
senslepluslage.

L’ utilisation de I’ analyse protéomique est appelée a se généraliser, en complémentarité avecla
génomique, tant en recherche fondamentale qu’ en biomédecine ou en pharmacologie, ou elle
congtitue désormais un outil puissant pour I’ identification de marqueurs associés a une patho-
logie et de cibles thérapeutiques. Mais dans le champ des applications cliniques, les limita-
tions technol ogiques sont importantes et |e défi analytique reste immense. L—
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