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> Nous avons identifié un nouveau gene, appelé
p8, dont I’expression est fortement induite dans
le pancréas durant la phase aigué de la pancréa-
tite. Le gene p8 code pour une protéine nucléaire
de 82acides aminés. 'expression de ’ARNm de p8
s’observe dans d’autres tissus que le pancréas.
Elle est activée par de nombreux agents de stress
et ne nécessite pas une forte agression pour
apparaitre. U'analyse biochimique et biophysique
de la protéine recombinante a révélé de grandes
analogies structurales avec les protéines HMG
(high mobility group), bien que leur séquence
primaire ne présente que de faibles similitudes.
Nous avons observé que p8 était surexprimée
dans de nombreux cancers humains. La voie de
réponse au stress cellulaire contrdlée par p8
pourrait donc étre impliquée dans la formation
de ces tumeurs. Chez la souris nude, Iinjection
sous-cutanée ou intrapéritonéale de fibroblastes
transformés conduit a la formation de tumeurs,
alors qu’aucune formation tumorale n’est obser-
vée quand les fibroblastes utilisés proviennent de
souris p8~~, dans lesquelles le géne p8 a été spé-
cifiquement inactivé. U'expression de p8, au tra-
vers des mécanismes de réponse au stress qu’elle
permet, est donc nécessaire au développement
de ces tumeurs. <
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taines cellules sont d’abord sélectionnées sur la base
de leur croissance rapide, de leur faible réponse aux
signaux apoptotiques et de leur capacité a échapper a
la surveillance immunitaire de I’hote. Les cellules tumo-
rales quittent ensuite la tumeur primitive et migrent a
travers I’organisme. €lles doivent alors étre capables
d’envahir les organes, ce qui n'est pas toujours le cas.
Enfin, et c’est I’étape qui nous intéresse particuliere-
ment ici, elles doivent pouvoir s’y établir pour former
une métastase. Cela ne se produira que si les cellules
tumorales sont capables de résister a leur nouveau
micro-environnement. €n effet, le phénotype de la cel-
lule tumorale est adapté a I’environnement d’origine,
celui de I’organe dans lequel s’est formé le cancer pri-
maire. Comme I’environnement de "organe envahi est

Les cellules tumorales s’évadant d’un cancer primitif ne
forment pas de métastases dans tous les tissus. Ce pro-
cessus est sélectif et dépend a la fois des interactions
que la cellule pourra établir avec les organes cibles et
des facteurs environnementaux auxquels elle sera
exposée [1, 2]. Il est probable que le développement
d’une métastase dépende de la capacité de la cellule
tumorale a s’établir et a se multiplier dans Iorgane
cible [2-5]. €n fait, ’évolution d’un cancer se déroule
en plusieurs étapes. Au sein de la tumeur primitive, cer-
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différent de celui de I'organe d’origine, il fera subir un
stress a la cellule tumorale, et la capacité de résistance
a ce stress conditionnera I’aptitude de la cellule a éta-
blir une métastase. La cellule va donc activer les génes
de son programme de défense pour tenter de survivre
afin de s'implanter et de proliférer. Il existe d’ailleurs
plusieurs exemples de surexpression de génes de
réponse au stress dans les tumeurs [6-8], dont le

niveau d’expression est souvent corrélé a
tumorale.
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Caractéristiques de p8:
une nouvelle protéine de stress

Le gene codant pour la protéine p8 a été cloné a la fin des
années 1990. La protéine d’environ 8kDa a été initiale-
ment identifiée grace a sa tres forte surexpression dans le
pancréas au cours de la phase aigué de la pancréatite [9].
In vivo, plusieurs agents de stress induisent I’expression de
’ARN messager de p8: elle est par exemple augmentée
dans le pancréas, le foie et le rein par 'administration sys-
témique de lipopolysaccharide [10]. La capacité d’induc-
tion de p8 par le stress est donc ubiquitaire.

Des stress beaucoup plus faibles sont capables d’in-
duire I’expression du géne p8. En mettant au point un
modele cellulaire d’étude des mécanismes d’induction
de p8, nous avons observé que le simple changement de
milieu de culture de cellules, opération de routine, se
traduit par une augmentation forte et transitoire de la
synthése de p8 dans ces cellules [11]. Cette augmenta-
tion est due a I’absence dans le nouveau milieu de fac-
teurs sécrétés par les cellules. Ces facteurs ne sont pas
spécifiques d’un type cellulaire, puisque I'ajout de
milieu conditionné provenant de lignées différentes de
celles utilisées pour définir le modele cellulaire inhibent
également I'induction de p8. Ainsi, la plupart des cel-
lules produisent ce type de facteurs, bien que I'on
ignore s’il s’agit des mémes espéces moléculaires. Par
ailleurs, d’autres molécules sensibles au stress comme
p38, JNK et ERK1/2 sont également activées de fagon
transitoire a la suite d’un renouvellement du milieu de
culture. Nous avons d’ailleurs démontré que p38 est
impliquée dans I'induction de p8 au cours du change-
ment de milieu, car son inhibiteur spécifique SB203580
empéche I'expression de p8.

Le gene p8 a été cloné chez I’homme, le rat, la souris et
Xenopus laevis [9, 12-14]. Des paralogues ont été trou-
vés par analyse des séquences présentes dans les
banques de données, génomique pour Drosophila mela-

nogaster et le poisson Fugu, ou banques d’€ST pour le
porc, le beeuf et le poisson zébre, pour Xenopus tropica-
lis, Orzzias latipes, Bombyx mori et le Paralichthys oli-
vaceous (Figure 1). Les calculs de prédiction de struc-
ture secondaire ont montré, dans la région fortement
conservée des treize protéines, 'existence d’un motif
basique hélice-boucle-hélice caractéristique de cer-
taines classes de facteurs de transcription. Un signal de
localisation nucléaire (NLS) composé de deux
séquences d’acides aminés chargés positivement est
également présent dans les treize protéines. D’ailleurs,
une localisation majoritairement nucléaire a été obser-
vée par immunohistochimie apres surexpression de la
protéine p8 humaine dans des cellules Cos [12]. Nous
avons récemment montré que p8 est acétylée in vitro
par I'acétyltransférase p300 au niveau de ses résidus
lysine. Il est possible que la localisation nucléaire de p8
soit controlée par I’acétylation de la protéine en condi-
tions physiologiques, comme c’est le cas pour d’autres
protéines [15], car les deux motifs d’acétylation font
partie du NLS.

Nous avons recherché dans les bases de données I’exis-
tence de protéines homologues a p8 dont la fonction
serait connue, sans succes. Cependant, p8 présente des
caractéristiques biochimiques analogues a celles des pro-
téines HMG [16], en particulier celles de la famille HMG-
I7Y. €n effet, chez ’lhomme, bien que le pourcentage
d’identité entre p8 et les protéines HMG-1/Y soit seule-
ment de 35 %, les masses moléculaires, les points isoélec-
triques, les pourcentages en Arg+lys, Glu+Asp, Ser+Thr,
Gly+Pro, les profils d’hydrophilicité ainsi que la ségréga-
tion des charges sont trés semblables. Une autre caracté-
ristique commune a p8 et aux HMG est qu’elles ne sont ni
dénaturées a 100°C, ni précipitables a I'acide trichlora-
cétique a 2 %. Enfin, elles sont toutes deux acétylables au
niveau de leur séquence NLS [16]. Les expériences de
retard sur gel indiquent une faible association de p8 avec
I’ADN, sans spécificité de séquence particuliére. Cepen-
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Drosophila melanogaster
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Homme MATFPPATSAPQOPPGPEDIEDSSLDESDLYSLAHSYLGGGG - -RKGRTKRIEAAANTNRPSPGGHERKLVTKLONSERKKRGARR
Rat MATLPPTAHTSQOPVN I EDIEDGI LDEYDOYSLAQSYVVGGG--RKGRTKREAAANTNRPSPGGHERKLLTKFONSERKKAWR
Souris MATLPPTATPSQQOPLNLEDEDGI LDEYDOYSLAHPCVVGGG--RKGRTKREAAANTNRPSPGGHERKLLTKFONSERKKAWR
Susscrofa MTTFPRAASPPROLLCPEDEDPNLDEYDLYSLAHSYLGGRA--RKGRTKREAAANTNRPSPGGHERKLVTKIQONTERKKRAART
Bos taurus MATFPRAASPSROPPGPEDEDAVLDEYDLYSLAHSYPGVGG--RKGRSKREAAINTNRHSPGGHERKLVTKLONTERKKRGARP
us tropicalis MKTSYVEAQKLQPTDFEVQYFDOYEYYNLTDRYALPAAA-RKGRTKKEAEANTNRESPGGHERK IAGKLORSEGKKKGKAGKYV
nopus laevis MKTSY | EANKVQPTDFEVOYFDEYEYYNLTDRYSLPTAA-RKGRTKKEAEANTNRESPCGHERK I SSKLORSECKKKLKVAKV
Zebrafish MSNHVEVKNI EPTTFENRYYDEYEYYNLTDRYTECTS--RKGRTKKIEASCNTNRPNPAGHERK I VEKLONAEKKSKE
Oryzias latipes MSHVDVKNLKPSSFEEEHFDEYEYYNLTDKYVEGSA--RKGRTKKEASCNTNRPNPGGHERK I VEKLONSEKKAKA
ombyx mori MSEAFFDEYDYYNFDHDKHI FTGHGGKORTKKEASEHTNHFDPSIGHSRK I VTKLMNAEHNKKTSNTKH
Paralichthys olivaceous MATDLERFVSFIEETYYDOQYDYYNLLEYSCHACG---KGRSKKIEI ELNTNRHCPAGHERK I AEKFHNSEMKRRRTKSASS
MSEAHFDEY EHYNEDHDKH I FSGHSGKORNKRIEANEHTNHFDPSGHSRK I LTKLMNTNNNNKKAAACKN
Fugu MSHVDVKNLKPSSFEEEYYDOYEYYNLSDKYAEASAR- -KGRTKKEASDNTNRPSPSGHERKLVEKLQNSEKKSKE

BASIQUE HELICE-BOUCLE-HELICE

NLS

Figure 1. Homologie des protéines p8 de différentes espéces. NLS: signal de localisation nucléaire.



dant, la protéine p8 humaine est un substrat de la pro-
téine kinase A in vitro, et la forme phosphorylée de p8
présente une meilleure interaction avec I’ADN, comme le
montrent les études par dichroisme circulaire et par
retard sur gel [16]. Uensemble de ces données suggerent
pour p8 un réle dans le maintien de "architecture du com-
plexe transcriptionnel, semblable a celui des protéines
HMG-I1/Y avec lesquelles elle partage donc de nombreux
points communs.

p8, une molécule a fonctions multiples ?

p8 et le cycle cellulaire

Lorsqu’une cellule est soumise @ une situation de stress,
des voies de régulation cellulaire sont activées et un
profond remaniement de I’expression des genes sur-
vient. Un programme d’expression génique adapté a la
nouvelle situation de stress va étre démarré pour que la
cellule, dans le meilleur des cas, surmonte cette crise et
poursuive son cycle cellulaire ou, dans le cas contraire,
interrompe son cycle cellulaire ou entre en apoptose.
Les genes activés par le stress, en particulier p8, jouent

cycline-dépendantes p27. Nous avons également
constaté que I’interruption du cycle cellulaire est
accompagnée d’une augmentation de I’expression de
p8. L'arrét du cycle cellulaire consécutif a une privation
de sérum est d’ailleurs plus marqué dans les fibro-
blastes normaux que chez les fibroblastes p8~~ [17]. Il
semble donc probable que p8 soit impliquée dans le
mécanisme d’interruption du cycle cellulaire. Par
ailleurs, les fibroblastes normaux sont plus sensibles
que les fibroblastes p§~~ a I"apoptose induite par une
Iésion de I’ADN. €n plus de faciliter "arrét du cycle cellu-
laire, p8 augmenterait donc la susceptibilité cellulaire a
I'apoptose, deux processus dans lesquels intervient p53
[18]. €nfin, une boucle d’autorégulation entre p8 et p53
a été démontrée: p8 contribue a I’activité transcriptio-
nelle de p53, alors que p53 réprime I’expression de p8. Le
mécanisme moléculaire de répression de Iexpression de
p8 (Figure 2) par p53 reste cependant inconnu.

p8 et le TGF[3
€n recherchant des médiateurs de I'activation du gene
p8 parmi les cytokines et les facteurs de croissance,

un role important dans le devenir de la cellule. nous avons observé que le TGFP induit fortement ce géne [19]. Les
Grace a la production de souris transgéniques dans les-  membres de la famille TGF} sont des cytokines sécrétées par de nom-
quelles le gene p8 a été inactivé, nous avons obtenu des  breux types cellulaires, et interviennent dans différents processus
fibroblastes p8~~ dont nous avons étudié le comporte- comme la prolifération, la différenciation et la formation de la
ment in vitro. Les fibrolastes p8~~ poussent plus rapide-  matrice extracellulaire [20]. Les membres de la famille TGF3 agissent
ment que les fibroblastes normaux parce qu’ils contien-  par I'intermédiaire de récepteurs transmembranaires possédant une
nent des niveaux intracellulaires et des activités des activité sérine/thréonine kinase qui induit la propagation du signal
kinases Cdk2 et Cdk4 plus importants. Uaugmentation par la voie Smad. Les protéines Smad, substrats des récepteurs,
de ces taux dans les fibroblastes p8~~ pourrait s’expli-  constituent une famille de facteurs de transcription trés conservée
quer par la baisse d’expression de I'inhibiteur de kinases ~ dans I’évolution. Uactivation du récepteur TGF3 provoque la phospho-

rylation des Smad 2 et 3 qui forment alors un complexe

avec le médiateur commun Smad 4. Ce complexe migre

vers le noyau, ou il intervient dans la régulation de la
TGFB-1 transcription : en recrutant des facteurs de liaison a
I’ADN et des facteurs de transcription pour former un
complexe transcriptionnel, le complexe permet I'ex-

Smad , Expression pression des génes cibles.
S La protéine p8 intervient-elle dans le processus de
signalisation cellulaire activé par le TGFP ? Les cellules
Arrét du p8~~ sont moins sensibles au traitement par le TGF et
> cycle cellulaire la capacité transactivatrice des Smad est réduite dans
ces cellules. Si I'on restaure I’expression de p8 dans les

» p38 =

Smad sont présentes dans le promoteur

Figure 2. Complexité de la fonction de la protéine p8. La protéine p8 est induite par le TGFP, et dy géne p8, dont une dans I’élément de

cellules déficientes, I'activité Smad est alors totale-
ment récupérée. Ces résultats laissent donc supposer

> Apoptose que p8 agit comme cofacteur des protéines Smad. De

plus, trois séquences consensus de liaison au complexe

augmente elle-méme 'expression des geénes cibles du TGFB; p8 est un médiateur de "apoptose réponse C/EBP (CCAAT/enhancer binding

induite par p53; p8 est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. protein) en position -111. Nous avons
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d’ailleurs démontré que cet élément de réponse au
C/EBPP est indispensable pour I'expression du géne p8,
faisant du facteur de transcription C/EBPP un activateur
majeur de la transcription du gene. La régulation de I"ex-
pression de p8 pourrait donc se faire via une coopération
entre Smad et C/EBP, comme cela a déja été montré pour
d’autres genes.

Ainsi, on peut conclure que p8 participe a la voie de trans-
duction du signal TGFP3. Une hypothése attrayante serait
que le TGFP active I’expression de p8, qui & son tour indui-
rait I'activité Smad responsable de la réponse au TGFP. La
liaison de ce dernier sur son récepteur provoque la phos-
phorylation des protéines Smad qui, en migrant dans le
noyau, réglent la transcription des génes cibles du TGFf3,
dont p8. A la suite de cette activation, p8 participerait a
son tour a la stabilisation du complexe transcriptionnel
Smad, comme cela a été suggéré pour les protéines HMG
[16], et permettrait la propagation du signal médié par le
TGFB (Figure 2).

Importance de p8 dans la progression tumorale

p8 est une protéine de stress surexprimée dans plusieurs types de can-
cers [21-23]. Elle pourrait donc jouer un réle important dans le proces-
sus métastatique en facilitant I’adaptation des cellules tumorales a de
nouveaux environnements. Des études menées indépendamment par
une équipe norvégienne ont montré que la protéine Coml [24], qui est
identique a p8, est impliquée dans le développement de métastases de
cancer du sein. Ces résultats suggérent que I"expression de p8 (comme
celle de Com1) contrdle des fonctions cellulaires nécessaires a la pro-
gression tumorale et au développement de métastases. Afin d’obtenir
des données plus précises sur le réle de p8 dans la progression tumo-
rale, nous avons utilisé des fibroblastes embryonnaires p8~~ et des
fibroblastes de souris normales que nous avons transformés a "aide du
rétrovirus pBabe-ras'*?/€1A exprimant a la fois la protéine ras''? mutée
et "oncogene adénoviral E1A. In vitro, le
pouvoir tumorigéne des fibroblastes p8”*

transformés p8** conduit & un envahissement de la
cavité péritonéale par les cellules tumorales, mais
aucune tumeur n’est observée dans le cas des fibro-
blastes transformés p8~~. La restauration de I’expres-
sion de p8 dans les fibroblastes transformés p8~~ leur
rend la capacité a former des tumeurs de la méme
maniére que les fibroblastes transformés p8**. L’en-
semble de ces résultats indiquent que I"expression de p8
est nécessaire a la formation des tumeurs [25].

Le mécanisme par lequel p8 permet la progression
tumorale est encore inconnu. Cependant, la molécule
est associée au stress. Uactivation de p8 observée dans
les cellules p8** transformées au cours de la formation
de tumeurs sous-cutanées ou intrapéritonéales [25]
est donc la conséquence probable du stress engendré
par le nouveau microenvironnement de ces cellules.
Notre hypothése est que les fibroblastes p8~~ transfor-
més seraient incapables de former des tumeurs car ils
ne résistent pas au stress environnemental. Les données
cliniques disponibles vont dans ce sens, d’une part car il
existe une corrélation entre le niveau d’expression de p8
dans les cancers du sein et du pancréas et I"agressivité
de ces cancers [22, 23], et d’autre part parce que p8 est
fortement exprimée dans les métastases [24]. D’autres
études sont nécessaires pour démontrer que les cellules
incapables de gérer un stress sont également inca-
pables de former des métastases mais, si cela s’avérait,
de nouvelles stratégies thérapeutiques du cancer pour-
raient en découler.

[l est bien connu par ailleurs que la cellule tumorale
produit en grande quantité du TGFP qui favorise la
croissance de la tumeur en augmentant ses capacités
d’invasion du tissu cible et en modifiant le micro-envi-
ronnement de la tumeur. Le TGFP stimule également la
production de protéines de la matrice extracellulaire

et p8~~ a été comparé en mesurant leur
capacité a former des colonies en gel
d’agar. Comme prévu, les fibroblastes
p8*/* transformés forment un grand
nombre de colonies. €n revanche, les
fibroblastes p§~~
formé aucune, se comportant comme les

transformés n’en ont

Fibroblastes p8~/~
ras'!?/E1A

fibroblastes p8”* non transformés. Des
résultats analogues ont été obtenus in
vivo, les fibroblastes transformés p8§**
injectés sous la peau de souris athy-
miques formant des tumeurs, mais pas
les fibroblastes transformés déficients en
p8 (Figure 3). De la méme fagon, Iinjec-

tion intrapéritonéale de fibroblastes  p8 ont engendré des tumeurs.

M/Sn®12, vol. 19, décembre 2003

Fibroblastes p8+/*
ras'12/E1A

Figure 3. La protéine p8 est indispensable a la progression tumorale. Des fibroblastes p8~~ et
p8”* ont été transformés & I"aide d’un rétrovirus exprimant la protéine ras mutée et "oncogéne

adénoviral E1A, puis injectés a des souris athymiques. Seules les cellules exprimant la protéine



lors du développement de la tumeur et favorise la chi-
mio-attraction de fibroblastes sur le site de la tumeur.
L'angiogenese tumorale est un autre phénomene majeur
indispensable pour la progression des tumeurs et dans
lequel le TGFP joue également un réle clé. Or, nous
avons vu que I’expression de p8 est activée par le TGFf.
Dans la cascade des voies déclenchées par le TGFf lors
de la formation des tumeurs, p8, en s’associant aux
protéines Smad, pourrait alors participer a un complexe
transcriptionnel pour régler la transcription de genes
cibles impliqués dans le déroulement des phénomeénes
décrits ci-dessus, indispensables a la tumorigenese. On
sait, d’ailleurs, que la machinerie transcriptionnelle des
Smad recrute des co-activateurs additionnels réglant
finement ’amplitude de I’activation de certains genes.
La protéine p8 pourrait étre I'un de ces co-activateurs.

Conclusions

Uensemble des données recueillies suggére que la pro-
téine p8 agit en tant que facteur de transcription dans la
voie conduisant a la tumorigenése. Comme les HMG, p8
permettrait, lorsque la cellule est soumise a une situation
de stress, une stabilisation de la chromatine dans les
zones ol la transcription de genes cibles est trés active.
Dans le cas des tumeurs, I"expression de p8 faciliterait la
transcription de genes indispensables a la progression
tumorale. Une comparaison préliminaire, par microarray
(puces a ADN), des profils d’expression génique de cel-
lules p8”* et p8~~ transformées a d’ailleurs déja montré
que la régulation des genes est fortement altérée dans les
cellules p8~~ transformées. €n effet, les fibroblastes
déficients en p8 n’expriment pas correctement les genes
modifiés par la transformation. Il semble donc que, en
I'absence de p8, la réponse de la cellule transformée face
au stress ne soit pas suffisante. Le nouveau programme
d’expression génique est incorrect et ne permet pas a la
cellule tumorale de déclencher les signaux nécessaires
pour envahir le tissu cible et pour proliférer jusqu’a la for-
mation de la tumeur et de métastases. Dans ce contexte,
il est possible que p8 se positionne comme un nouveau
geéne cible dont Pinhibition pourrait empécher la forma-
tion de métastases. ¢

SUMMARY

p8 gene is necessary for tumor establishment

We identified a new gene, called p8, which showed a
strong induction during the acute phase of pancreatitis.
Further experiments have shown that p8 mRNA is acti-
vated in response to several stresses and that its acti-
vation is not restricted to pancreatic cells. p8 is a
nuclear protein and biochemical and biophysical stu-
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dies showed that p8 was in many structural aspects very
similar to the HMG (high mobility group) proteins,
although sharing with them low amino acid sequence
homology. Also, p8 was found overexpressed in many
human cancers. Therefore, we wondered whether the
p8-mediated response to cellular stress was necessary
for tumor establishment. Subcutaneous or intraperito-
neal injections of transformed p8-expressing fibro-
blasts led to tumor formation in nude mice, but no
tumor was observed with transformed p8-deficient
cells. Restoring p8 expression in transformed p8-defi-
cient fibroblasts led to tumor formation demonstrating
that p8 expression is necessary for tumor development
and suggesting that the stress-response mechanisms
governed by p8 are required for tumor establishment. ¢
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