428

II]/S SYNTHESE

médecine/sciences 2001 ; 17 : 428-37

Youssef Anouar
Valérie Turquier
Maité Montéro
Laurent Yon
Hubert Vaudry

Y. Anouar, V. Turquier, M. Montéro, L.
Yon, H. Vaudry : Institut fédératif de
recherches multidisciplinaires sur les pep-
tides (IFRMP 23), Laboratoire de neuroen-
docrinologie cellulaire et moléculaire,
Inserm U.413, UA Cnrs, Université de
Rouen. 76821, Mont-Saint-Aignan, France.

Peptides dérivés

des chromogranines :
de la phylogenese
aux tumeurs
neuroendocrines

Les chromogranines ont été caractérisées chez les mammi-
feres depuis plusieurs décennies et sont utilisées en routine
comme marqueurs de tumeurs neuroendocrines. Les carac-
téristiques structurales de ces protéines ainsi que des don-
nées expérimentales suggérent que les chromogranines
peuvent servir de précurseurs de peptides biologiquement
actifs. Récemment, le clonage des ADNc codant pour les
chromogranines chez les amphibiens et les poissons a
révélé I'existence de régions délimitées par des sites de cli-
vage, dont la séquence a été trés fortement conservée au
cours de I'évolution. Ces régions donnent naissance in vivo
a des peptides qui peuvent représenter les déterminants
fonctionnels des chromogranines. Une caractéristique inva-
riante des chromogranines chez toutes les especes est leur
expression spécifique dans les cellules neuroendocrines.
Dans le cas de néoplasies neuroendocrines, la détection et
la mesure des concentrations de peptides dérivés des chro-
mogranines représentent de nouveaux outils pour le dia-
gnostic et le pronostic.

es cellules neuroendocrines
et les neurones possedent un
mécanisme de stockage et de
concentration des hormones
et des neurotransmetteurs,
dans des vésicules appelées granules
de sécrétion. La libération par exocy-
tose du contenu de ces granules sous
I’effet de différents stimulus permet
aux cellules de répondre de fagon
appropriée aux nécessités de I'orga-

nisme. Les chromogranines ont été
initialement caractérisées comme des
protéines libérées avec I'adrénaline a
partir de la médullosurrénale bovine.
Il a été ensuite montré qu’elles sont
sélectivement produites par plusieurs
types de cellules endocrines, neu-
roendocrines et de neurones et
gu’elles sont stockées dans les vési-
cules de sécrétion dites a coeur
dense. La famille des granines est
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constituée de plusieurs protéines,
parmi lesquelles les plus connues
sont la chromogranine A (CGA), la
chromogranine B (CGB) et la sécré-
togranine Il (Sgll). Bien que les
chromogranines fassent I’objet
d’intenses recherches depuis plus de
trente-cing ans, leur r6le physiolo-
gique n’est toujours pas encore clai-
rement établi (voir I'article de
D. Aunis et M.H. Metz-Boutigue,
p. 418 de ce numéro).

La détermination de la structure pri-
maire des chromogranines par clo-
nage de leur ADNc, vers le milieu des
années 1980, a révélé plusieurs carac-
téristiques communes a I’ensemble
des protéines de cette famille. La
séquence est trés riche en résidus
acides, qui peuvent représenter
jusqu’a 30% de la composition glo-
bale en acides aminés. Cette observa-
tion a conduit a postuler que, dans
les conditions du milieu intragranu-
laire qui présente un pH acide et une
forte concentration en calcium, les
chromogranines formeraient des
agrégats englobant les hormones ou
les neurotransmetteurs pour consti-
tuer le cceur des granules de sécré-
tion. L’élucidation de la structure
primaire des chromogranines a éga-
lement révélé I'existence de nom-
breuses paires d’acides aminés
basiques, sites potentiels de clivage
par les prohormones convertases
(PC). Les chromogranines peuvent
donc étre scindées, tout comme les
précurseurs d’hormones ou de neu-
ropeptides, pour donner naissance a
des peptides biologiquement actifs.
Ces deux hypothéses constituent
encore actuellement la base essen-
tielle des recherches menées sur la
fonction des chromogranines [1]. I
est maintenant clairement établi que
les chromogranines font I’objet
d’une maturation endoprotéolytique
intracellulaire et qu’elles représen-
tent effectivement des précurseurs de
peptides.

Une autre question fondamentale
concerne la sélectivité de I'expres-
sion des genes des chromogranines
dans les cellules neuroendocrines.
En effet, plusieurs études ont été
consacrées aux mécanismes molécu-
laires déterminant cette expression,
qui concourent a démontrer le role
essentiel d’un élément de type cAMP
response element (CRE) dans la trans-
cription des genes des chromogra-
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nines dans les cellules neuroendo-
crines. L’objet de cette revue est
d’apporter un nouvel éclairage sur la
fonction potentielle des chromogra-
nines en tant que précurseurs de
neuropeptides en s’appuyant sur les
données relatives a I’évolution molé-
culaire de leurs genes. La structure
de ces genes et leur expression spéci-
figue dans les cellules neuroendo-
crines sera décrite dans la premiére
partie, et la caractérisation des pep-
tides dérivés des chromogranines
dans les tissus neuroendocrines sains
ou tumoraux sera abordée a la fin de
cet article.

Structure des genes
des chromogranines
et expression
neuroendocrine

La compréhension des mécanismes
régissant I’expression cellule-spéci-
fique des chromogranines a nécessité
le clonage de leurs genes chez plu-
sieurs espéces. L’organisation et la
séquence des genes de la CGA et de
la CGB présentent des similitudes
dans les régions qui codent pour les
domaines amino- et carboxy-termi-
naux (figure 1). En effet, méme si le
nombre d’exons dans ces deux genes
n’est pas identique, leurs deux pre-
miers exons codent pour des régions
amino-terminales présentant des
similarités de séquence, notamment
pour un pont disulfure. Le dernier
exon des deux génes code également
pour des séquences similaires dans
les deux protéines. Ces analogies de
structure suggérent que les génes de
la CGA et de la CGB pourraient avoir
une origine ancestrale commune et
résulteraient d’événements de dupli-
cation génique. L’organisation et la
séquence du géne de la Sgll est radi-
calement différente de celles des
génes de la CGA et de la CGB
puisque la totalité de la protéine Sgll
est codée par un seul exon, I’exon 2,
et gu’aucune homologie de séquence
n’existe apparemment entre la Sgll
et les deux autres chromogranines.

Les génes des chromogranines sont
exprimés dans la majorité des cel-
lules neuroendocrines [2]. Cepen-
dant, la concentration de chaque
chromogranine différe d’une cellule
neuroendocrine a une autre. A titre
d’exemple, au niveau hypophysaire,
la Sgll est particuliérement abon-

dante dans les cellules gonadotropes
[3]. Le géne de la CGA est quant a
lui fortement exprimé dans les cel-
lules de la parathyroide [4] et dans
les cellules chromaffines de la médul-
losurrénale [5], suggérant que des
déterminants cellule- et géne-spéci-
fiques jouent un rdle essentiel dans
la spécification de I’expression des
chromogranines. Une caractéristique
structurale commune aux genes des
chromogranines est la présence d’un
CRE, le plus souvent constitué d’une
séquence canonique (TGACGTCA),
au sein du promoteur proximal de
chaque géne (figure 1). La présence
de cet élément génique s’avere capi-
tale pour I’expression neuroendo-
crine des génes de la CGA [6] ou de
la Sgll [7] puisque sa mutation ou sa
délétion abolit I’expression basale de
ces genes dans des cellules neuroen-
docrines. Toutefois, le CRE n’est pro-
bablement pas suffisant pour confé-
rer la spécificité d’expression des
génes des chromogranines, étant
donné le caractére ubiquiste des fac-
teurs de transcription susceptibles de
se lier au CRE qui appartiennent
classiguement a la famille des fac-
teurs de transcription CREB/CREM/
ATF. Il est tout a fait possible que les
protéines qui se fixent au CRE puis-
sent interagir avec des co-activateurs
tissu-spécifiqgues appartenant a
d’autres familles de facteurs de trans-
cription, pour permettre I’expression
des genes des chromogranines. Ces
facteurs peuvent coopérer avec les
protéines activées se liant au CRE
pour augmenter I’activité de la
machinerie de transcription basale.
Le facteur de transcription CREM
interagit par exemple de maniére
tissu-spécifique avec un facteur
appelé ACT (activator of CREM in tes-
tis) afin d’activer la machinerie trans-
criptionnelle [8]. Ce co-activateur
appartient a une large famille de fac-
teurs de transcription dont les
membres sont exprimés de facon
tissu-spécifique. Ce type de protéines
pourrait contribuer a I’expression
neuroendocrine des chromogra-
nines. Par ailleurs, les promoteurs
des génes des chromogranines por-
tent des séquences consensus de
reconnaissance d’autres facteurs de
transcription, qui peuvent également
agir en synergie avec les facteurs se
fixant au CRE (figure 1). Ainsi, le pro-
moteur du géne de la Sgll humaine
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Figure 1. Structure des genes et des précurseurs des chromogranines chez les mammiferes. La CGA et la CGB sont
codées par des genes constitués de 8 et 5 exons (indiqués en chiffres romains) et présentent des similitudes dans les
domaines codant pour les parties amino- et carboxy-terminales des précurseurs. Le géne de la Sgll est différent des
deux précédents et en particulier ne posséde que deux exons. Les promoteurs des genes des différentes granines
renferment une séquence CRE essentielle pour I’expression dans les cellules neuroendocrines, en plus de nombreux
sites de reconnaissance de facteurs de transcription variés: site de réponse aux glucocorticoides (GRE), sites AP-1,
site de liaison de protéines a homéodomaine POU (Oct), sites de reconnaissance de protéines hélice-boucle-hélice
(boite E), site SP-1 et boite TATA. Ces différents éléments peuvent participer & I’expression cellule-spécifique des gra-

nines.

porte des éléments potentiels de
reconnaissance des facteurs de trans-
cription & homéodomaine POU ou
des facteurs de transcription de la
famille des protéines hélice-boucle-
hélice. Ces facteurs de transcription
contribuent a I’expression basale des
génes de certains neuropeptides
comme le polypeptide vasoactif intes-
tinal [9] et la gonadolibérine [10],
ou des hormones telles que la prolac-
tine, I’lhormone de croissance ou la
proopiomélanocortine [11]. Des élé-
ments de type SP-1 ou AP-1 sont pré-
sents dans la séquence du promoteur
de la CGA et semblent effectivement
impliqués dans la transcription de ce
gene dans certains types cellulaires
(6). Les sites de liaison de différents
facteurs de transcription de ces
familles de protéines dans les promo-
teurs des chromogranines, en plus de
sites reconnaissant des facteurs de
transcription plus ubiquistes tels que
le CRE, peuvent étre a la base de

s |’expression diffuse et en méme
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temps cellule-spécifique des chromo-
granines.

Evolution de la structure
et de I’expression

des génes

des chromogranines

Les recherches sur la fonction des
chromogranines ont été menées
principalement chez les mammiféres.
Ces études ont permis de déterminer
la structure, les propriétés physico-
chimiques et la distribution des chro-
mogranines. Une forte conservation
de toutes ces caractéristiques a été
observée chez les especes mamma-
liennes étudiées. Par ailleurs, les
chromogranines ou des molécules
apparentées semblent exister dans
tout le régne animal puisque, chez
les poissons [12], la drosophile, et
méme chez des organismes euca-
ryotes unicellulaires tels que la para-
mécie, une immunoréactivité de type
CGA est observée [13]. La caractéri-

sation moléculaire des chromogra-
nines chez des espéces phylogénéti-
guement éloignées des mammiferes
pouvait donc apporter des informa-
tions pertinentes quant aux proprié-
tés structurales et fonctionnelles de
ces protéines. En effet, la pression
évolutive a d( agir de telle sorte que
les déterminants fonctionnels des
chromogranines ont été préservés
chez toutes les especes comme cela a
déja été observé pour un grand
nombre de protéines. Les amphi-
biens, qui sont les premiers vertébrés
a s’étre affranchis du milieu aqua-
tique, constituent un groupe particu-
lierement intéressant pour étudier
les aspects neurochimiques de I'évo-
lution. La caractérisation des chro-
mogranines chez des vertébrés non-
mammaliens a été effectuée chez la
grenouille verte européenne Rana
ridibunda, une espéce modele large-
ment utilisée pour I’étude des neuro-
peptides et des régulations neuroen-
docrines. Plus récemment, la
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structure de la Sgll a été également
élucidée chez le poisson rouge. Les
comparaisons de séquence des chro-
mogranines chez ces différentes
espéces de vertébrés fournissent une
mine d’informations sans précédent.

Evolution de la structure
des chromogranines
et implications fonctionnelles

Le clonage des chromogranines chez
la grenouille R. ridibunda a été effec-
tué par amplification moléculaire de
courtes séquences d’ADNc codant
pour ces protéines, qui ont ensuite
servi d’appats pour isoler la totalité
des ADNc et, ainsi, déterminer la
structure primaire des protéines. La
ségquence de la Sgll a été la premiére
caractérisée de cette fagcon chez la
grenouille [14]. Simultanément, un
groupe hollandais qui étudiait
I’expression différentielle de génes
exprimés dans les cellules mélano-
tropes du lobe intermédiaire de
I’hypophyse de xénope lors de
I’adaptation des amphibiens a la cou-
leur de I'environnement (réflexe
d’homochromie) a identifié la Sgll
parmi les génes surexprimés lors de
I’adaptation a un fond sombre [15].
La Sgll de grenouille, comme celle
des mammiféres, est riche en résidus
acides et contient plusieurs sites
potentiels de clivage par les PC. L’ali-
gnement des séquences de la Sgll de
grenouille et de la Sgll humaine
révele une similarité globale en
acides aminés de 46 % seulement. Le
plus fort degré d’identité entre la
protéine humaine et ses homologues
de grenouille et de xénope est
observé dans une région localisée
dans la partie N-terminale de la Sgll,
délimitée par des paires d’acides ami-
nés basiques (figure 2A). Cette région
contient un peptide de 33 acides ami-
nés, qui a été initialement isolé & par-
tir du cerveau de grenouille [16] puis
identifié ultérieurement chez les
mammiferes, appelé sécrétoneurine
(SN) en raison de sa localisation pré-
férentielle dans le cerveau [17]. Il
s’est avéré par la suite que ce peptide
est capable de stimuler la libération
de dopamine dans le striatum [18] et
d’induire la migration des éosino-
philes ou de monocytes dans des
conditions d’inflammation dite neu-
rogénique [19]. Le clonage de la Sgll
de poisson rouge a confirme le trés
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Figure 2. Comparaison des séquences de la Sgll et de la SN chez différentes
especes. A. La Sgll de grenouille posséde un nombre limité de régions dont
la séquence est fortement préservée chez ’lhomme. Ces régions sont flan-
quées par des sites de clivage potentiels (sites dibasiques) eux-mémes
conserveés entre especes. Les peptides SN et EM66 sont présents dans diffé-
rents tissus et la SN exerce certaines activités biologiques. Les autres
régions de la Sgll présentent un moindre degré de conservation. B. La
séquence de la SN est trés fortement conservée chez les mammiferes et pré-
sente environ 60 a 80% d’identité de séquence entre ’'homme et les pois-
sons ou les amphibiens. Les acides aminés qui divergent par rapport a la
séquence humaine sont indiqués en noir. Les paires d’acides aminés
basiques permettant la formation de la SN sont parfaitement conservées

chez toutes les espéces.

fort degré de conservation de la SN
[20]. En fait, les acides aminés consti-
tuant la SN présentent plus de 80%
d’identité de séquence entre la gre-
nouille et I’'homme, et plus de 60%
entre le poisson et I’hnomme (figure
2B). Cette conservation de séquence
est remarquable dans la mesure ou,
d’une part, les poissons et les amphi-
biens ont divergé de la lignée
menant aux mammiféres il y a res-
pectivement environ 400 et 350 mil-
lions d’années, et, d’autre part, la
séquence d’autres régions de la pro-
téine a été beaucoup moins bien pré-
servée. De plus, les paires d’acides
aminés basiques amino et carboxy-
terminales, sites de clivage par les PC
flanquant la séquence de la SN, ont
été parfaitement conservées au cours
de I’évolution (figure 2B). Par ailleurs,

il a été montré que la SN possede des
récepteurs membranaires spécifiques
couplés aux protéines G, permettant
I’activation de la protéine kinase C et
la libération de calcium intracellu-
laire dans les monocytes [21].
L’ensemble de ces observations
plaide en faveur d’un réle de la SN
en tant que neuropeptide agissant au
niveau des systémes nerveux et
immunitaire. Un deuxiéme peptide
flanquant la SN a son extrémité car-
boxy-terminale a été fortement pré-
servé au cours de I’évolution. Ce pep-
tide de 66 acides aminés, dénommé
EMG66, est également délimité par des
sites dibasiques de clivage par les PC.
Des anticorps dirigés contre le pep-
tide EM66 humain recombinant ont
permis de démontrer I’existence
de ce peptide dans la surrénale
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humaine tant chez le foetus que chez
I’'adulte [22], indiquant que la matu-
ration de la Sgll s’effectue tres tot au
cours de I'ontogenése des glandes
neuroendocrines pour engendrer
des peptides tels que la SN ou
I’TEMG66.

Chez les mammiféres, la maturation,
les propriétés physico-chimiques et la
fonction de la CGA ont fait I’objet de
nombreux travaux en raison de
I’intérét suscité par I'utilisation géné-
ralisée de cette protéine comme mar-
gueur diagnostique des tumeurs neu-
roendocrines. Ces recherches ont
abouti a la caractérisation de plu-
sieurs peptides dérivés de la CGA
capables d’exercer des activités biolo-
giques (figure 3A). L’'un des premiers
peptides issus de la CGA a avoir été
identifié est la pancréastatine (PST),
un peptide a-amidé de 49 acides ami-
nés, qui a été initialement isolé a par-
tir du pancréas de porc. La PST
inhibe la libération d’insuline
induite par le glucose dans les cel-
lules B du pancréas [23], et elle
contréle le métabolisme hépatique
du glycogene en stimulant la glycogé-
nolyse et en inhibant la glycogénoge-
nése [24]. Deux autres polypeptides
dérivés du clivage de la CGA, les vaso-
statines, ont été identifiés ex vivo. Ces
deux peptides, dénommés VS-1 et
VS-2, qui correspondent respective-
ment a des fragments amino-termi-
naux de 76 et 113 acides aminés,
inhibent I'effet vasoconstricteur de
I’endothéline-1 sur des segments de
veine ou d’aorte humaines [25]. La
VS-1 recombinante stimule par
ailleurs la libération de facteurs neu-
rotoxiques par des cellules micro-
gliales et provoque la dégénéres-
cence de neurones en co-culture
[26]. Enfin, il a été récemment mon-
tré que la VS-1 posséde des activités
antimicrobienne et antifongique
[27], indiquant que des fragments de
chromogranines, protéines large-
ment distribuées dans I’organisme,
peuvent faire partie de I'arsenal de
défense en cas d’infection par des
agents pathogenes.

Des peptides engendrés par protéo-
lyse ménagée de la CGA peuvent
inhiber la libération de catéchola-
mines par les cellules chromaffines
de la médullosurrénale stimulées par
la nicotine [28]. Cette activité est
attribuée a un peptide de 21 acides

= aMiNés, appelé catestatine (CST), qui
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Figure 3. Peptides dérivés de la CGA et degré de conservation. A. Localisa-
tion de différents peptides issus de la maturation de la CGA chez des mam-
miféres et qui exercent des activités biologiques. Les fleches indiquent les
sites de clivage présents sur le précurseur. Les fleches en pointillés corres-
pondent a des sites de clivage monobasiques. B. Comparaison des
séquences de la CGA de grenouille et d’homme montrant la forte conserva-
tion de la séquence de trois peptides. Les pourcentages d’identité entre les
différentes régions de la CGA sont indiqués.

agit comme un inhibiteur non com-
pétitif du récepteur nicotinique de
I’acétylcholine [29]. Par ailleurs, un
peptide dérivé de la CGA, appelé
WE-14, a été isolé a partir d’un phéo-
chromocytome et d’une tumeur car-
cinoide de I'iléon, mais aucune acti-
vité biologique n’a pu a ce jour lui
étre assignée. Toutes ces données
plaident en faveur d’un rdle de la
CGA en tant que précurseur de pep-
tides biologiquement actifs. Toute-
fois, ces peptides n’ont été identifiés
que chez certains mammiféeres. Leur
caractérisation chez plusieurs espéces
constituerait un argument supplé-
mentaire en faveur d’un réle physio-
logique de la CGA en tant que preé-
curseur de peptides actifs. La
caractérisation de la séquence de la
CGA pour la premiere fois chez une
espece infra-mammalienne, la gre-
nouille, a révélé que le pourcentage
de similitude globale des CGA de
grenouille et d’homme est d’environ
40% [30]. En réalité, seules trois
régions de la CGA présentent une
forte homologie (70%-80% de simi-

litude) et chacun de ces domaines est
délimité par des paires d’acides ami-
nés basiques elless-mémes conservées.
Les peptides potentiels issus de ces
régions sont localisés dans le
domaine amino-terminal renfermant
la VS-1, dans la région du peptide
WE-14 et a I’extrémité carboxy-termi-
nale ou aucun peptide mature n’avait
été auparavant identifié (figure 3B). A
I'inverse, les séquences séparant ces
trois régions sont trés peu conser-
vées. En particulier, les domaines
correspondant a la PST ou a la CST
ont fortement divergé au cours de
I’évolution. En fait, la région conte-
nant la séquence de la PST chez les
mammiferes est délétée dans le pré-
curseur de la CGA de grenouille.
Compte tenu du fait que la séquence
de la PST diverge de maniére impor-
tante au sein méme des mammifeéres,
ces résultats ne plaident pas en
faveur d’un role de la PST comme
authentique neuropeptide. On ne
peut toutefois pas exclure I’hypo-
thése selon laquelle, chez les verté-
brés infra-mammaliens, la PST et la
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CST seraient produites a partir de
précurseurs distincts de la CGA. La
caractérisation de la CGA chez
d’autres especes devra permettre de
mieux comprendre I’évolution de ces
peptides.

Le clonage des chromogranines chez
des especes infra-mammaliennes a
ainsi révélé que tous les doublets
d’acides aminés basiques, qui consti-
tuent les sites de clivage par les PC,
n’ont pas été conservés au cours de
I’évolution. Un certain nombre
d’entre eux est néanmoins préserve
chez toutes les espéces, et ces sites de
clivage conservés sont en général
localisés de part et d’autre des
régions présentant de forts degrés
d’homologie (figure 2A et 3A). Il est
donc raisonnable de penser que ces
régions et les points de clivage qui les
délimitent doivent étre importants
pour le rdéle physiologique des chro-
mogranines, et que la caractérisation
des peptides qui en dérivent contri-
buera sur le plan fondamental a
I’élucidation de la fonction de ces
protéines. Dans certains cas, des pep-
tides hautement conservés tels que la
SN semblent jouer un rdle dans la
neurotransmission et/ou la neuro-
modulation, dans d’autres cas les
peptides conservés tels que la VS-1
peuvent exercer une fonction de type
hormonale ou participer au contréle
de I’lhoméostasie calcique intracellu-
laire. D’autres séquences conservées,
tels que le peptide EM66 flanquant la
SN dans la protéine Sgll ou le pep-
tide carboxy-terminal de la CGA
(appelé EL35), sont produits in vivo
chez plusieurs espéces mais leur
fonction demeure inconnue.

Le réle de la CGB en tant que pré-
curseur de peptides biologiguement
actifs n’a pas été tres étudié jusque-la,
méme si des peptides issus de la
maturation de cette protéine ont éga-
lement été identifiés [2]. Le clonage
de la CGB chez des espéces non-
mammaliennes sera sans aucun
doute également d’une grande aide
pour déterminer le degré de conser-
vation de la séquence et ses implica-
tions quant a la fonction de cette
protéine.

Evolution de I’expression
des genes des chromogranines

La distribution tissulaire des chromo-
granines a été étudiée en détail chez
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plusieurs especes de mammiféres.
Plusieurs types de cellules endocrines
ou neuroendocrines présentent une
immunoréactivité aux chromogra-
nines. Les cellules hypophysaires, les
cellules a calcitonine de la thyroide,
les cellules de la parathyroide, les cel-
lules chromaffines de la médullosur-
rénale, les cellules neuroendocrines
des tractus gastro-intestinal et respira-
toire expriment toutes les génes des
chromogranines. Dans le systéme
nerveux central, les chromogranines
sont présentes dans plusieurs régions
avec une prédominance dans cer-
taines structures telles que dans
I’hypothalamus, 1"hippocampe,
I’'amygdale ou le cervelet [31]. La
concentration relative de chacune
des chromogranines varie considéra-

neuroendocrines ou neuronales
comme mentionné précédemment,
et la présence ou I’absence d’une
granine ne permet pas de prédire
I’existence ou non d’une autre gra-
nine. Ces observations sont trés
importantes lorsqu’il s’agit de
démontrer la présence et la nature
de cellules endocrines ou neuroen-
docrines, soit saines dans le cas ou les
chromogranines sont utilisées
comme outils d’identification de ces
cellules, soit tumorales dans le cas de
caractérisation de néoplasmes.

Grace au clonage de leurs ADNc chez
des amphibiens ou des poissons, il a
pu étre montré que I’expression des
génes des granines chez ces especes
est également confinée aux cellules
des tissus endocrines, neuroendo-

blement dans les différentes cellules crines et neuronaux. Le taux
@ Sgll CGA
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Figure 4. Expression de la Sgll et de la CGA chez la grenouille Rana ridi-
bunda. A. L’ARNm de la Sgll est fortement exprimé dans le cerveau, I’hypo-
physe ou la moelle épiniére tandis que le messager de la CGA est exprimé a
un taux beaucoup plus élevé dans I'hypophyse que dans les autres tissus,
nerveux ou neuroendocrines. B. Dans le cerveau, les genes de la Sgll et de la
CGA sont exprimés de fagon différentielle dans certains noyaux. A: noyau
thalamique antérieur; OT: toit optique; P: noyau thalamique postérieur; SC:
noyau suprachiasmatique; VH: hypothalamus ventral; VLd: partie dorsale

du noyau thalamique ventrolatéral.
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d’expression du gene de la Sgll est
équivalent dans le cerveau, I’hypo-
physe ou la moelle épiniére chez la
grenouille. En revanche, le gene de la
CGA est beaucoup plus fortement
exprimé dans I’hypophyse que dans le
cerveau, la moelle épiniére et la surré-
nale (figure 4A). L’expression de la
Sgll et de la CGA est tres diffuse dans
le cerveau de la grenouille, méme si
certaines régions présentent des taux
d’expression plus élevés (figure 4B). I
apparait donc que la spécificité tissu-
laire d’expression des genes des chro-
mogranines est préservée au cours de
I’évolution. 1l existe cependant des
variations inter-spécifiques (par
exemple le messager de la CGA est
plus fortement exprimé dans I’hypo-
physe chez la grenouille que chez les
mammiferes), qui refletent probable-
ment des différences fonctionnelles.

Les chromogranines
dans les tumeurs
neuroendocrines

Le terme de tumeurs neuroendo-
crines regroupe des néoplasmes
développés aux dépens de cellules
endocrines et neuroendocrines se
caractérisant par la présence de gra-
nules de sécrétion a coeur dense qui
renferment des hormones, des neu-
ropeptides et des protéines apparte-
nant a la famille des chromogra-
nines. Ces derniéres et en particulier
la CGA sont des marqueurs trés
fiables utilisés en clinique pour
I’identification de tumeurs neuroen-
docrines, méme lorsque celles-ci sont
silencieuses, c’est-a-dire ne présen-
tent pas d’hypersécrétion de I’hor-
mone caractéristiqgue des cellules
non néoplasiques.

Chez I’'homme, des chromogranines
ont été détectées dans des cellules
hypophysaires telles que les cellules
gonadotropes ou thyréotropes, les
cellules chromaffines de la médullo-
surrénale, les cellules parathyroi-
diennes, les cellules C (a calcitonine)
de la thyroide, les différentes cellules
pancréatiques, les cellules neuroen-
docrines des tractus gastro-intestinal
et bronchique, les cellules neuroen-
docrines du sein et les cellules de
Merkel de la peau [32]. La détection
relativement aisée des chromogra-
nines dans la majorité des cellules
neuroendocrines et le fait qu’elles
soient secrétées a partir de ces cel-

lules ont tout naturellement incité
plusieurs groupes a rechercher ces
protéines dans les néoplasmes déri-
vant de ces cellules et dans le sérum
de patients porteurs de tumeurs neu-
roendocrines, dans le but d’établir
une relation entre I’'expression ou les
taux d’expression des chromogra-
nines et la présence de tumeur de
nature neuroendocrine. De nom-
breuses études ont été menées dans
ce sens pour caractériser différents
types de tumeurs incluant des carci-
noides gastro-intestinaux, des phéo-
chromocytomes, des carcinomes
médullaires thyroidiens, des carci-
nomes bronchiques ou mammaires,
entre autres [4].

Plusieurs observations démontrent la
valeur clinique des chromogranines
pour le diagnostic et le pronostic des
tumeurs neuroendocrines. Des
niveaux plasmatiques élevés des chro-
mogranines refletent en général la
présence et la nature endocrine ou
neuroendocrine des tumeurs. De
plus, des chromogranines peuvent
étre détectées et servir de marqueurs
dans des tumeurs neuroendocrines
non fonctionnelles. Ainsi, des taux
plasmatiques élevés de CGA ont été
détectés dans des carcinomes médul-
laires thyroidiens, des carcinomes
pancréatiques ou des adénomes
hypophysaires dont les hormones
habituelles n’ont pu étre mesurées
[33]. La détection tissulaire ou la

mesure des niveaux plasmatiques de
chromogranines peuvent étre dans
certains cas corrélées au stade de dif-
férenciation ou de développement
d’une tumeur. Une concentration
élevée de CGA a été plus souvent
observée chez des patients atteints de
carcinomes a petites cellules du pou-
mon a un stade avancé de la maladie
que chez des patients a des stades
plus précoces [34]. La masse tumo-
rale des phéochromocytomes est
aussi positivement corrélée a la
concentration plasmatique de la
CGA [35]. Dans les cas de neuroblas-
tomes, la CGA sérique est un mar-
queur sensible et spécifique dont la
concentration est corrélée a I'évolu-
tion de la tumeur et a la survie des
enfants atteints [36]. Il a été montré
gu’une forte expression de la CGA
dans les neuroblastomes est associée
a une évolution défavorable, alors
gu’une forte expression de la Sgll est
associée a une évolution favorable de
la tumeur (différenciation neuro-
nale) [37]. La plupart des résultats
sur les caractéristiques de certaines
tumeurs neuroendocrines ont été
obtenus par la mesure de la CGA.
Or, plusieurs auteurs ont souligné la
nécessité d’utiliser différentes chro-
mogranines comme marqueurs
puisque certaines tumeurs neuroen-
docrines peuvent produire des quan-
tités élevées de chromogranines
autres que la CGA [4, 33] (voir

Medulla

Figure 5. Localisation immunohistochimique du peptide EM66 dans une sur-
rénale humaine normale et dans un phéochromocytome ectopique vésical.
A. L'immunoréactivité associée au peptide EM66 dérivant de la Sgll est
détectée dans la région médullaire de la surrénale humaine grace a I'anti-
corps spécifique dirigé contre le peptide EM66 humain recombinant [22]. B.
Une immunoréactivité de type EM66 intense est observée dans un phéo-

chromocytome vésical.
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I’article de E. Baudin et F. Degorce,
p. 438 de ce numéro).

L’utilisation de marqueurs de I'état
de différenciation des néoplasmes
neuroendocrines est cruciale pour
un diagnostic et un traitement pré-
coce de ces tumeurs. De plus, I’iden-
tification de la différenciation neu-
roendocrine d’une tumeur dés les
premiers stades de la maladie est
d’autant plus importante que cer-
taines tumeurs neuroendocrines ont
un pronostic favorable. Dans ce
cadre, la caractérisation des peptides
issus de la maturation des chromo-
granines dans les tumeurs neuroen-
docrines et leur mesure plasmatique
pourraient offrir de nouveaux outils
pour la détection et le suivi de cer-
tains de ces néoplasmes. Une étude
récente a rapporté les mesures des
taux de SN, peptide dérivant de la
Sgll, dans le sérum et les urines de
sujets contrdles ou porteurs de diffé-
rents types de tumeurs neuroendo-
crines [38]. La concentration
sérique en SN augmente jusqu’a des
valeurs atteignant 45 fois les valeurs
normales dans certains types de
tumeurs neuroendocrines telles que
les phéochromocytomes, les tumeurs
du tractus gastro-intestinal ou des
tumeurs neuroendocrines broncho-
pulmonaires. En revanche, des
patients atteints de neuroblastomes,
d’insulinomes, d’adénomes hypo-
physaires ou de tumeurs non neu-
roendocrines présentent des concen-
trations normales de SN. Cette étude
a révélé que, méme si la CGA reste
un marqueur plus sensible des
tumeurs neuroendocrines, la quanti-
fication de peptides dérivés des chro-
mogranines pourrait étre pertinente
dans certains cas de néoplasmes neu-
roendocrines [38]. Le dosage plas-
matique de la SN a été également
effectué chez des patients présentant
des maladies de la prostate allant de
la prostatite au cancer dont une pro-
portion échappait au traitement par
suppression des androgenes. Ce der-
nier type de tumeurs prostatiques
malignes est souvent associé a une
différenciation neuroendocrine
[39]. Dans ce cas, il a été montré
que le taux de SN sérique est élevé,
confirmant I’hypothése encore
débattue d’une association de la dif-
férenciation neuroendocrine avec la
progression du cancer de la prostate
[40]. Il a été également montré que
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Figure 6. Caractérisation du peptide EL35 dans la surrénale humaine saine ou
tumorale. Le peptide EL35 issu de la maturation de la CGA humaine a été
recherché dans des extraits de surrénale humaine ou de phéochromocy-
tomes, et les profils chromatographiques ont été comparés a celui du peptide
synthétique. La détection a été réalisée par dosage radioimmunologique. Les
profils observés dans les deux types d’extraits sont distincts, révélant une
maturation différentielle de la CGA entre le tissu sain et le tissu tumoral.

I'immunoréactivité de type VS-1 per-
met de distinguer les tumeurs carci-
noides de I'iléon de celles du pou-
mon. Cette observation est
importante pour I'identification de
foyers métastatiques d’origine pri-
maire inconnue [41]. De nouvelles
études devraient étre entreprises
avec divers autres peptides issus du
clivage des chromogranines afin de
déterminer si la détection de ces
peptides pourrait permettre de pré-
dire I’existence et I’évolution de cer-
taines tumeurs neuroendocrines et
de développer des stratégies théra-
peutiques adaptées. Ainsi, I'utilisa-
tion d’un anticorps dirigé contre le
peptide EM66 de la Sgll a permis de

révéler une immunoréactivité dans
un phéochromocytome ectopique
vésical (figure 5B) mais pas dans
d’autres phéochromocytomes. De
méme, la caractérisation par chro-
matographie liquide a haute perfor-
mance suivie du dosage radioimmu-
nologique du peptide EL35 (issu de
la maturation de la CGA) a révélé
que le peptide mature est présent en
grande quantité dans la médullosur-
rénale humaine normale mais qu’il
est quasiment indétectable dans un
phéochromocytome, qui toutefois
contient d’autres formes molécu-
laires apparentées a I’lEL35 (figure 6).
Ces observations, qui doivent encore
étre étendues a une plus grande 3—
435



436

population, pourraient avoir un
impact clinique dans la prise en
charge des patients porteurs de
tumeurs neuroendocrines

I Conclusions

La détermination de la structure des
chromogranines chez des vertébrés
non mammaliens a montré que la
séquence de quelques peptides issus
de la maturation de ces protéines a
été hautement conservée au cours de
I’évolution, suggérant que ces pep-
tides sont importants pour la fonction
physiologique des chromogranines.
Le fait que certains de ces peptides
exercent des activités biologiques
indique que les chromogranines
pourraient représenter des précur-
seurs de neuropeptides. Cependant,
I'implication de certaines régions
conservées dans des processus intra-
cellulaires tels que I’homéostasie cal-
cique ou le tri des hormones et neu-
rotransmetteurs vers la voie de
sécrétion réglée n’est pas a exclure
(voir I'article de D. Aunis et M.H.
Metz-Boutigue, p. 418 de ce numéro).
L’expression tissu- et cellule-spéci-
figue des chromogranines semble
étre une constante chez tous les ver-
tébrés étudiés a ce jour et repose sur
la présence systématique d’un CRE
dans les promoteurs proximaux des
genes des chromogranines. Les fac-
teurs interagissant avec ce CRE
cooperent probablement avec
d’autres facteurs de transcription,
pour conférer la spécificité d’expres-
sion dans les cellules neuroendo-
crines et dans les neurones. Dans les
néoplasies neuroendocrines, I’étude
de I’expression des peptides issus des
chromogranines ouvre de nouvelles
voies a explorer pour améliorer le
traitement et le suivi de patients por-
teurs de ce type de tumeurs =
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Summary

Chromogranin-derived peptides:
from phylogenesis
to neuroendocrine tumours

Chromogranins have been charac-
terized in mammals a few decades
ago and are routinely used as mar-
kers for neuroendocrine tumours.
Structural characteristics of these
proteins as well as experimental
data suggest that chromogranins
may serve as precursors to biologi-
cally active peptides. Recently, the
cloning of the cDNAs encoding
chromogranins in amphibians and
fish revealed the occurrence of
highly conserved regions that are
delimited by cleavage sites. These
regions give rise to peptides in vivo
which may represent the functio-
nal determinants of chromogra-
nins. A constant characteristic of
chromogranins in all species is
their specific expression in neu-
roendocrine cells. In the case of
neuroendocrine neoplasia, the
detection and the measurement of
concentrations of chromogranin-
derived peptides may improve the
diagnosis and the prognosis of
some of these tumours.
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