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1. Chapitre 1 : Introduction 

 

 Mon projet de doctorat s’intéresse aux réseaux de signalisation de la protéine 

adaptatrice GRB2 dans le cancer du sein HER2+. Afin d’aborder les thèmes importants à ce 

contexte, l’introduction sera divisée en quatre sections : la protéine adaptatrice GRB2 et son 

rôle dans la signalisation cellulaire, le récepteur tyrosine kinase (RTK) HER2 et sa régulation, 

le cancer du sein HER2+ et le rôle de HER2 et GRB2 dans ce processus oncogénique, et 

enfin, la glycoprotéine membranaire MPZL1 et son implication dans la signalisation 

cellulaire. 

 

1.1. La protéine adaptatrice GRB2 présente un rôle central dans les 

réseaux de signalisation cellulaire 

 

Les protéines adaptatrices sont de petites protéines constituées exclusivement de domaines 

d’interaction protéine-protéine et de motifs de liaison (Koch et al., 1991). Elles peuvent 

interagir avec différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs cytoplasmiques. Elles 

se distinguent des protéines d’échafaudage, d’arrimage et autres protéines effectrices 

proximales par l’absence d’activité catalytique, de site majeur de phosphorylation sur 

tyrosine, et de séquence de ciblage à la membrane ainsi que par leur taille relativement 

restreinte (Fig. 1.1) (Brummer et al., 2010; Pawson and Scott, 1997). En effet, selon la 

définition des protéines d’arrimage, ces dernières peuvent être recrutées aux RTK activés via 

un domaine de reconnaissance de résidus tyrosines phosphorylés, tel que les domaines SH2 

(SRC Homology domain 2) ou PTB (PhosphoTyrosine-Binding). Les protéines d’arrimage 

peuvent alternativement être recrutées via des interactions avec des protéines adaptatrices. 

Leur localisation membranaire est de plus stabilisée par leur association aux phospholipides 

de la membrane plasmique via des régions spécifiques, telles que le domaine PH (Pleckstrin 

Homology), par exemple. Cette classe de protéines présente également des régions très riches 

en tyrosines qui seront alors phosphorylées, généralement par le RTK associé. Ceci conduit 

au recrutement de nouvelles protéines effectrices via des domaines SH2 ou PTB, permettant 

non seulement d’amplifier le signal transmis par les RTK mais également d’augmenter la 

diversité des effecteurs recrutés (Brummer et al., 2010). 
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Figure 1.1 : Principales caractéristiques des différentes protéines effectrices proximales 

en aval des récepteurs tyrosine kinases (RTK). 

Les protéines d’arrimage, telles que FRS1/2 et IRS1/2, présentent généralement un domaine 

de reconnaissance des résidus tyrosine phosphorylés (P) de type SH2 ou PTB, ainsi qu’une 

séquence d’adressage à la membrane. Ces protéines sont classiquement phosphorylées par le 

domaine tyrosine kinase des RTK (DTK), créant ainsi de nouveaux sites de recrutement pour 

des protéines effectrices. Les protéines d’arrimage jouent ainsi un rôle d’amplification et de 

diversification du signal. Les protéines adaptatrices à domaines SH2-SH3 sont constituées 

d’un seul domaine SH2 associé à plusieurs domaines SH3. Cette combinaison modulaire leur 

confère un rôle de nucléateur de complexes signalétiques, permettant le recrutement de 

nombreuses protéines effectrices. Les protéines d’échafaudage, telles que les protéines 14-3-

3, permettent de créer des plateformes stabilisant différentes protéines effectrices, comme 

par exemple des enzymes d’une même voie de signalisation. 

 

Les protéines d’échafaudage sont quant à elles définies par l’association de nombreux 

domaines d’interaction protéine-protéine, protéine-phospholipides et de motifs de liaison, et 

sont ainsi généralement de plus grande taille (Burack and Shaw, 2000; Ferrell, 2000). Leur 

rôle principal est d’ancrer leurs partenaires afin de stabiliser les interactions kinase/substrat 

par exemple, et elles sont généralement situées plus distalement des RTK dans la 

signalisation, comme la protéine de levure Ste5 ou LAMTOR3 (Burack and Shaw, 2000). 

Enfin, les protéines adaptatrices sont définies par leur capacité à interagir directement avec 

des RTK activés via un domaine SH2, ou indirectement via des protéines d’arrimage ou 

d’autres classes de protéines. Les protéines adaptatrices sont également caractérisées par leur 

capacité à coupler ce signal au recrutement d’effecteurs cytoplasmiques, généralement via 
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des domaines SH3 (SRC Homology domain 3) (Koch et al., 1991; Pawson and Scott, 1997). 

Leur rôle général est ainsi de convertir le signal de phosphorylation transmis par les RTK 

(signal entrant) en un signal sortant spécifique, tel que l’activation de la voie ERK (Pawson 

and Scott, 1997). On peut mentionner le recrutement de PAK1 au PDGFR activé, via le 

deuxième domaine SH3 de NCK1/2 liant la kinase effectrice, et le domaine SH2 de cette 

protéine adaptatrice assurant la liaison au RTK (Bokoch et al., 1996; Galisteo et al., 1996), 

ou encore le recrutement membranaire de SOS1 à EGFR activé, via l’interaction du domaine 

SH2 et d’un des domaines SH3 de GRB2 au RTK et à la GTPase respectivement (Buday and 

Downward, 1993). Il est cependant important de noter la discordance entre les définitions de 

chaque classe de protéines selon les auteurs, nous nous intéresserons ici plus particulièrement 

aux protéines adaptatrices à domaines SH2 et SH3, telles que CRK, NCK1/2 ou GRB2 (Fig. 

1.2) (Koch et al., 1991). 

 

 

 

Figure 1.2 : Les protéines adaptatrices présentent une architecture modulaire. 

Les protéines adaptatrices à domaine SH2/SH3, GRB2, NCK1/2 et CRK caractérisées chez 

l’humain sont constituées de l’association modulaire d’un seul domaine SH2 (jaune) et 

plusieurs domaines SH3 (bleu). Les domaines SH3 de GRB2 sont nommés nSH3 ou cSH3 

en fonction de leur position relative au domaine SH2, tandis que les domaines SH3 de NCK1, 

NCK2 et CRK sont notés SH3.1, SH3.2 ou SH3.3 en fonction de leur position relative à 

l’extrémité N-terminale de la protéine. 

 

Les protéines adaptatrices sont effectivement constituées en général d’un domaine SH2 et 

de plusieurs domaines SH3, qui leur permettent d’interagir avec des effecteurs 

cytoplasmiques via des régions riches en prolines, arginines, et lysines. Elles sont 

caractérisées par une petite taille, généralement inférieure à celle des protéines 

d’échafaudage, ainsi que l’absence de région riche en tyrosines phosphorylées par les RTK 
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et de séquences d’adressage à la membrane plasmique à l’instar des protéines d’arrimage 

(Brummer et al., 2010; Pawson, 2007). Cependant, une étude récente a démontré que les 

domaines SH2 du génome humain, et ainsi les protéines adaptatrices à domaines SH2/SH3, 

possèdent des capacités de liaison à la membrane, par interaction avec des phosphoinositides, 

malgré l’absence de séquence de myristoylation ou de domaine PH (Park et al., 2016).  

L’assemblage modulaire de domaines SH2 et SH3 permet donc à ces protéines d’assumer 

leurs fonctions d’adaptateur dans la transduction du signal (Koch et al., 1991; Pawson and 

Scott, 1997).  

 

1.1.1. Découverte de GRB2 et de son rôle d’adaptateur dans la signalisation 

cellulaire 

 

Le gène codant pour la protéine GRB2 a été cloné pour la première fois en 1991, par 

l’équipe du Dr Schlessinger (Skolnik et al., 1991). Ces travaux visaient à caractériser des 

effecteurs proximaux d’EGFR, via une technique de criblage d’une banque d’expression 

phagique, dénotée CORT (Cloning Of Receptor Targets). Les partenaires identifiés ont ainsi 

été qualifiés de Growth factor Receptor Bound, d’où le nom de GRB2. À cette époque, le 

récepteur EGFR activé était connu pour interagir avec PLC et SHC1, via les domaines SH2 

de ces dernières (Margolis et al., 1990). De même, il était connu que les protéines PLC, 

SHC1 et SRC soient également recrutées au PDGFR activé (Meisenhelder et al., 1989; 

Molloy et al., 1989). L’objectif de ces études était ainsi d’identifier de nouvelles molécules 

capables d’interagir avec des RTK activés via des domaines de reconnaissance des résidus 

tyrosines phosphorylés tels que les domaines SH2, en vue de caractériser les déterminants 

moléculaires et les fonctions de ce type d’interactions. Une autre équipe s’intéressant 

également à la caractérisation de protéines à domaines SH2 a simultanément cloné GRB2, 

dénommée ASH dans leur étude (pour Abundant SRC Homology) à partir d’oligonucléotides 

spécifiques des domaines SH2 (Matuoka et al., 1992). 

Les domaines SH2 étaient suggérés à cette époque appartenir à un mécanisme général de 

couplage du signal entre la phosphorylation des RTK lors de leur activation et l’activation de 

différentes enzymes et protéines régulatrices (Lowenstein et al., 1992). La présence de 

domaines SH3 en partenariat avec les domaines SH2 dans la structure de nombreuses 
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protéines à domaine SH2 alors identifiées avait été relevée par ces travaux. Bien que la 

fonction de ces domaines SH3 n’ait pas alors été caractérisée, il était proposé que ces derniers 

soient responsables de la localisation membranaire des protéines les arborant (Skolnik et al., 

1991). 

Ces études portant sur les interacteurs proximaux des RTK avaient également mis en 

évidence deux classes majeures pour ces protéines. En premier, les protéines à activité 

catalytique telles que PLC, incluant généralement plusieurs domaines SH2 et un domaine 

SH3. En second, les protéines dépourvues d’activité catalytique telles que CRK et NCK, 

présentant généralement dans leur structure un domaine SH2 et différents domaines SH3. La 

première protéine identifiée par le criblage des CORT, GRB1 (PIK3R1), constitue alors 

l’unique exception à cette règle, en présentant deux domaines SH2 mais aucune activité 

catalytique propre (Skolnik et al., 1991). Les membres de la seconde classe de protéines à 

domaines SH2/SH3 seront plus tard dénommés protéines adaptatrices. 

À la différence de GRB2, la surexpression de CRK ou NCK est suffisante à la 

transformation cellulaire (Chou et al., 1992; Mayer et al., 1988). Malgré l’absence d’activité 

kinase intrinsèque de CRK, il avait été noté que les niveaux généraux de tyrosines 

phosphorylées des cellules transformées par v-CRK étaient fortement augmentés, suggérant 

que cette dernière, et par extension les protéines adaptatrices, permette de réguler les 

interactions entre kinases et substrats (Matsuda et al., 1990; Mayer and Hanafusa, 1990). 

Cependant, la transformation de cellules par surexpression de NCK ne conduit pas à une 

augmentation des niveaux de phosphorylation sur tyrosine, laissant penser à un rôle plus 

général des protéines à domaine SH2 sans activité catalytique dans la signalisation en aval 

des RTK que la simple régulation de la phosphorylation par des tyrosine kinases (Chou et 

al., 1992). Ceci a été confirmé par la caractérisation de GRB2, constituée d’un domaine SH2 

flanqué de deux domaines SH3, dépourvue de toute activité catalytique (Lowenstein et al., 

1992; Matuoka et al., 1992; Skolnik et al., 1991). L’expression de GRB2, analysée par 

Northern blot et Western blot, a été montrée être ubiquitaire, et les alignements de séquences 

ont mis en évidence une homologie entre GRB2 et la protéine du nématode SEM-5 

(Lowenstein et al., 1992). Cette dernière étant impliquée dans le développement vulvaire 

dans la même voie que les orthologues d’EGFR et RAS (LET-23 et LET-60 respectivement), 

les auteurs ont supposé un rôle de GRB2 dans la régulation de l’activation de RAS en aval 
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d’EGFR (Clark et al., 1992). Cette hypothèse a pu être validée via l’induction de la mitose 

de cellules quiescentes par la microinjection concomitante de GRB2 et RAS, tandis que ces 

deux protéines n’induisaient pas d’effets mitogéniques lorsque microinjectées seules 

(Lowenstein et al., 1992). De plus, ces travaux ont également mis en évidence la nécessité 

des domaines SH2 et SH3 fonctionnels pour l’induction de la synthèse d’ADN par GRB2 et 

RAS, renforçant ainsi l’hypothèse du rôle de médiateur/adaptateur de GRB2 dans l’activation 

de RAS en aval d’EGFR activé (Lowenstein et al., 1992). Ces premiers travaux ont également 

déterminé que la protéine adaptatrice interagit directement avec EGFR et PDGFR, mais 

aucune interaction de cette dernière avec FGFR n’avait pu être mise en évidence à l’époque 

(Lowenstein et al., 1992). 

L’année suivant ces études concernant le rôle de GRB2 dans la signalisation par les RTK, 

de nombreuses études décrivant le recrutement de SOS par GRB2 en aval d’EGFR et PDGFR 

activés, l’activation de la voie RAS/MAPK, et l’induction subséquente de la mitose et de la 

réorganisation du cytosquelette sont parues (Buday and Downward, 1993; Gale et al., 1993; 

Li et al., 1993; Matuoka et al., 1993; Rozakis-Adcock et al., 1992, 1993), décrivant ainsi pour 

la première fois l’implication essentielle de GRB2 dans la transduction du signal en aval des 

RTK. 

Une fois le rôle de GRB2 dans la transduction du signal en aval des RTK et l’implication 

des associations de la protéine adaptatrice dans cette fonction décrits, de nombreuses études 

se sont interessées aux déterminants moléculaires de ces interactions, et donc à la structure 

des protéines adaptatrices et de GRB2. 

 

1.1.2. Structure modulaire de la protéine adaptatrice GRB2 

 

La fonction dans la signalisation des protéines adaptatrices réside dans leur capacité à 

interagir avec différents partenaires via leurs domaines de liaison protéique SH2 et SH3. La 

structure et les déterminants structuraux de leur liaison ont donc été l’objet de nombreuses 

études. 

La protéine adaptatrice GRB2 présente un domaine SH2 central, flanqué de deux 

domaines SH3, dénotés nSH3 et cSH3 par rapport à leur position relative au domaine SH2 

(Lowenstein et al., 1992; Matuoka et al., 1992; Skolnik et al., 1991) (Fig. 1.2). Étant donné 
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le rôle d’adaptateur de GRB2, liant des voies pléiotropiques telles que ERK/MAPK à de 

nombreux RTK, les interactions de GBR2, leurs régulations, et la relation structure/fonction 

de GRB2 ont également été les sujets de nombreuses études depuis sa découverte. 

 

1.1.2.1. La modularité des protéines adaptatrices à l’origine de leur 

fonction signalétique 

 

Les protéines adaptatrices sont généralement constituées de l’association modulaire d’un 

domaine SH2 et de plusieurs domaines SH3. Cette modularité permet leur interaction avec 

différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs cytoplasmiques, assurant ainsi le relais 

de l’information transmise par les récepteurs. L’association de différents domaines de liaison 

ainsi que la variation de leur arrangement au sein de chaque protéine adaptatrice permet d’une 

part de contrôler leur activité physiologique, et d’autre part d’agréer de nouveaux 

mécanismes de régulation de la signalisation (Pawson and Nash, 2003). En effet, la 

modularité des protéines à domaines SH2/SH3 permet de réguler leur association avec leurs 

partenaires. Par exemple, l’association de deux domaines de même classe en tandem permet 

dans certains cas d’instaurer un effet coopératif dans la liaison d’une protéine à domaine 

SH2/SH3 à son partenaire tout en augmentant la spécificité de l’interaction, comme pour 

l’association de la tyrosine kinase ZAP70 ou de la phosphatase PTPN11 à des résidus 

tyrosine phosphorylés via deux domaines SH2 en tandem (Hatada et al., 1995). Par ailleurs, 

les protéines adaptatrices, de par leur modularité, peuvent contrôler l’oligomérisation de 

complexes de signalisation récepteurs-dépendants. Par exemple, l’adaptateur MYD88 permet 

de coupler le récepteur TLR à ses cibles cytoplasmiques. Cependant, cette protéine 

adaptatrice facilite également l’oligomérisation du récepteur nécessaire à la transduction du 

signal, via des interactions homotypiques entre ses domaines d’interactions promouvant sa 

propre oligomérisation (Jiang et al., 2006). De plus, les propriétés de liaison combinées des 

protéines adaptatrices, conférées par leur modularité, diversifient leurs fonctions biologiques 

en leur permettant d’interagir avec différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs 

(Lim, 2002; Pawson, 2007). Enfin, l’assemblage modulaire de différents domaines 

d’interaction permet la détection simultanée de plusieurs signaux entrants. Ces signaux 

peuvent alors conduire à des effets indépendants, anti-coopératifs ou synergiques, permettant 
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ainsi l’intégration de différents stimuli cellulaires. Ainsi, l’activation d’une voie de 

signalisation peut dépendre de la détection simultanée de plusieurs signaux (détection de 

coïncidence) par une protéine adaptatrice ou un complexe signalétique. Cette détection de 

coïncidence est à l’origine de la complexité et de la robustesse des systèmes de signalisation 

chez les organismes multicellulaires, et représente un aspect crucial de l’évolution (Findlay 

et al., 2013; Lim, 2002; Pawson, 2007). Par exemple, le complexe GRB2/SOS1, conduit à 

l’activation soutenue de la voie RAS/ERK uniquement lorsque les domaines HF (Histone-

Fold domain) et PH de SOS1, ainsi que le domaine SH2 de GRB2 sont liés à leurs ligands 

respectifs. Cette détection de coïncidence permet une régulation spatio-temporelle très fine 

du développement embryonnaire précoce (Findlay et al., 2013). Les fonctions des protéines 

adaptatrices, et de GRB2 plus particulièrement, sont ainsi régulées par leur capacité à 

interagir via leurs domaines d’interaction SH2 et SH3. 

 

1.1.2.2. Les domaines SH2 

 

Les domaines SH2, au nombre de 121 dans le protéome humain, sont composés d’une 

centaine de résidus (Pawson, 2004; Pawson and Gish, 1992). Ces domaines sont retrouvés 

dans la structure de nombreuses protéines, telles que des enzymes (SRC, PTPN11) ou encore 

des protéines adaptatrices comme GRB2, CRK et NCK1/2 (Koch et al., 1991). La structure 

de ces domaines comprend deux hélices  (A et B), ainsi que sept brins  (de A à G) 

(Fig. 1.3). En effet, les domaines SH2 montrent une architecture générale compacte, 

organisée autour d’un feuillet  antiparallèle composé de cinq brins  (A, B, C, D, G). 

Ce feuillet central délimite deux régions importantes du domaine SH2 : la première, flanquée 

de l’hélice A, est impliquée essentiellement dans la reconnaissance du résidu tyrosine 

phosphorylé (pY). La seconde, flanquée par l’hélice B et de boucles inter-brins , est quant 

à elle responsable de l’interaction du domaine SH2 avec des résidus en aval de la pY. Cette 

partie du domaine est partiellement fermée par un petit feuillet  constitué des brins D, E et 

F (Cohen et al., 1995; Eck et al., 1993). 
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Figure 1.3 : Représentation graphique du domaine SH2 de GRB2. 

Les 24 structures du domaine SH2 de GRB2 déterminées par Résonnance Magnétique 

Nucléaire (RMN) déposées dans Protein Data Bank (PDB) (entrée 1GHU, Thornton et al., 

1996) ont été supersposées. La structure 3D résultante a été visualisée avec le logiciel Protein 

Workshop (Moreland et al., 2005). Chaque résidu est représenté par une couleur. Les hélices 

 sont représentées par des hélices, les feuillets  par des flèches lorsque leur taille est 

supérieure à 4 résidus. Les résidus arginine B5 (RB5), phénylalanine D5 (FD5) et 

tryptophane EF1 (WEF1) sont indiqués pas des flèches. 

 

D’après des analyses de cristallographie de différents domaines SH2 couplés ou non à leur 

ligand, le phosphopeptide se lie dans une conformation relâchée et se positionne 

orthogonalement au feuillet  central. Le ligand ne participe pas à la structure secondaire du 

domaine SH2 (Eck et al., 1993; Waksman et al., 1992, 1993). 

Les travaux portant sur la structure et la spécificité de liaison d’un grand nombre de 

domaines SH2 ont mis en évidence que la plupart des domaines SH2 affichent le même mode 

d’interaction avec leurs phosphopeptides cibles, dans lequel des résidus des boucles entre les 

brins  E et F (boucle EF) et celle entre l’hélice  B et le brin  G (boucle BG) façonnent la 

poche de liaison au résidu en aval du résidu tyrosine phosphorylé, déterminant ainsi la 

spécificité de liaison (Kuriyan and Cowburn, 1997). La liaison du domaine SH2 à son ligand 

lui permet ainsi de reconnaître la phosphotyrosine ainsi que trois à six résidus en aval, 
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dépendamment de la taille de la poche de liaison du domaine en question. Par exemple, le 

domaine SH2 de SRC, comme la majorité des domaines SH2, accommode trois résidus en 

aval de la pY (Songyang et al., 1994), tandis que le domaine SH2 C-terminal de PLC1 en 

accommode six (Pascal et al., 1994), et ceux de PTPN11 cinq (Case et al., 1994). 

La liaison du résidu tyrosine phosphorylé fait intervenir l’hélice A, les brins B et D 

ainsi que la boucle entre les brins B et C. Le brin D central maintient la structure centrale 

du résidu phosphotyrosine, tandis que le groupement phosphate s’étend et contacte un résidu 

arginine du brin B (B5) avec lequel il établit des interactions ioniques (Mayer and 

Baltimore, 1993). Cette interaction est critique à la liaison spécifique du résidu phosphorylé 

et permet également la discrimination des résidus sérine et thréonine phosphorylés, car les 

chaînes latérales de ces derniers sont plus courtes et ne permettent pas au groupement 

phosphate de contacter l’arginine B5 (Mayer and Baltimore, 1993). Ce résidu est le seul à 

être conservé dans la grande majorité des domaines SH2 identifiés à ce jour (462/466 (figure 

1.4). Sa mutation abolit totalement l’interaction SH2-phosphopeptide (Mayer and Baltimore, 

1993). L’interaction est également stabilisée par des liaisons hydrogène avec le groupement 

phosphate, ainsi que des interactions hydrophobiques avec les parties aromatiques et 

aliphatiques de la chaîne latérale du résidu, auxquelles différents résidus des structures 

secondaires citées ci-dessus participent (Eck et al., 1993; Waksman et al., 1993). 

 

 

Figure 1.4 : Logo de l’alignement des séquences des domaines SH2. 

Les séquences des domaines SH2 identifiés par Prosite dans la banque de données 

UniprotKB/Swiss-Prot (466) ont été utilisées pour une analyse par alignement multiple 

(Prosite). Le logo a été généré grâce à l’application WebLogo (Crooks et al., 2004). La 

hauteur totale de chaque position du logo représente leur degré de conservation. Les colonnes 

d’alignement très conservées génèrent des positions longues sur le logo. La hauteur de 

chaque lettre est proportionnelle à la fréquence observée du résidu correspondant à chaque 



 

11 

position de l’alignement multiple (en unité arbitraire). Les lettres de chaque position sont 

triées de la moins fréquente à la plus fréquente, de façon à ce que la séquence consensus soit 

lisible en haut du logo (Schneider and Stephens, 1990). L’arginine B5 se trouve en position 

27 du logo, observée à cette position pour 462 des domaines SH2 recensés. 

 

L’étude à grande échelle de la capacité de liaison de phosphopeptides à différents 

domaines SH2 a permis de caractériser plus précisément les déterminants de la spécificité de 

liaison de ces domaines. En effet, ces travaux ont montré que les résidus +1 à +3 en aval de 

la pY dirigent la spécificité de liaison à la majorité des domaines SH2. La nature de ces 

résidus sur le phosphopeptide corrèle avec la présence de certains résidus dans la structure 

des domaines de liaison (Songyang and Cantley, 1995; Songyang et al., 1993, 1994). Par 

exemple, le résidu à la position D5 du domaine SH2 favorise un résidu polaire lorsque sa 

nature est aromatique (i.e SRC) ou un résidu hydrophobe lorsqu’il est lui-même hydrophobe 

(i.e. PLC1) (Songyang et al., 1993). Ainsi, cette étude a proposé de classer les domaines 

SH2 en groupes de spécificité différentes. Par exemple, les domaines SH2 de type I 

présentent un résidu aromatique à la position D5, et interagissent préférentiellement avec 

des phosphopeptides dont les résidus +1 et +2 sont hydrophiles. À l’inverse, les domaines 

SH2 de type II présentent une cystéine ou isoleucine à la position D5, et sélectionnent des 

phosphopeptides incluant des résidus hydrophobes aux positions +1 et +3 (Songyang et al., 

1993). 

De façon générale, l’interaction entre le domaine SH2 et la phosphotyrosine permet 

l’absence de reconnaissance du même peptide non phosphorylé mais n’apporte pas de 

spécificité de séquence. Les interactions entre le domaine SH2 et les résidus en aval de la 

phosphotyrosine apportent cette spécificité, mais demeurent de faible affinité, sans quoi le 

peptide non phosphorylé serait également reconnu par le domaine SH2. L’association de ces 

deux types d’interactions permet donc aux domaines SH2 de lier des séquences 

exclusivement après phosphorylation avec une affinité de l’ordre du nM, selon des consensus 

plus ou moins stricts (Cohen et al., 1995; Cussac et al., 1994; Kuriyan and Cowburn, 1997). 

Il a en effet été proposé que les domaines SH2 reconnaissent des contextes peptidiques plutôt 

que des séquences consensus, expliquant la sélectivité de ces domaines bien plus variés que 

des séquences de liaison consensus (Liu et al., 2010). La séquence de résidus permissifs 

favorisant la liaison au domaine SH2 et de résidus inhibant la liaison génère un contexte 
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peptidique local très précis permettant aux domaines SH2 de discriminer leurs ligands de 

façon très spécifique (Liu et al., 2010, 2012). 

Le domaine SH2 de la protéine adaptatrice GRB2 montre une particularité intéressante 

dans son interaction avec ses phosphopeptides cibles. En effet, le domaine SH2 de GRB2 

présente un résidu phénylalanine à la position D5, l’incluant ainsi dans le groupe de 

domaine SH2 de type I (Songyang et al., 1993). La présence d’un résidu aromatique à cette 

position dans la structure secondaire du domaine SH2 induit des interactions de ce dernier 

avec les résidus +1 et +2 et favorise la liaison à des phosphopeptides présentant des résidus 

hydrophiles à ces positions (Songyang et al., 1993). Cependant, des analyses d’interaction in 

vitro avec une librairie de phosphopeptides dégénérée ont démontré que les domaines SH2 

de GRB2 et de ses orthologues SEM-5 et DRK favorisent grandement des résidus 

hydrophobes aux positions +1 et +3, rapprochant ainsi ces domaines du groupe II malgré la 

présence d’un résidu phénylalanine en D5 (Songyang et al., 1994). Effectivement, ces trois 

domaines sélectionnent préférentiellement une valine en +1, bien que la forme humaine de 

GRB2 puisse sélectionner également une glutamine ou d’autres résidus hydrophobes à cette 

position (Songyang et al., 1994). 

 

 

 

Figure 1.5 : GRB2 est une protéine adaptatrice modulaire 

La protéine GRB2 est constituée d’un domaine SH2 central pouvant lier des résidus tyrosine 

phosphorylés dans la séquence consensus pY--N-, où représente un résidu 

hydrophobe. Les domaines SH3 établissent des liaisons avec des régions riches en proline, 

arginine et lysine, selon la séquence consensus : [+]--D-x-P-L-P-x-L-P pour le domaine 

nSH3 et P-x-x-x-R-x-x-K-P pour le domaine cSH3, où [+],  et x représentent 

respectivement un résidu basique, aromatique ou un résidu quelconque. 

 

Une autre particularité du domaine SH2 de GRB2 réside dans la présence d’un 

tryptophane en position EF1, bloquant la liaison de la boucle entre les brins E et F (boucle 

EF) au résidu +3 du phosphopeptide, à l’instar des autres domaines SH2 (Fig. 1.3) (Rahuel 
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et al., 1996). En effet, le tryptophane à cette position cause une protrusion dans la poche 

hydrophobe se liant au résidu +3, empêchant la liaison du ligand phosphorylé dans une 

conformation relâchée, et déplace le déterminant de la spécificité de liaison de +3 à +2 

(Rahuel et al., 1996). La présence d’une asparagine en position +2 après le résidu 

phosphotyrosine est ainsi le déterminant fondamental de la spécificité de liaison du domaine 

SH2 de GRB2, qui a pour séquence de liaison consensus pY--N-, où  représente un 

résidu hydrophobe (Fig. 1.5) (Songyang et al., 1994). L’importance de l’interaction entre le 

tryptophane à la position EF1 de GRB2 et l’asparagine de son ligand est telle que la mutation 

du résidu correspondant du domaine SH2 de SRC (Thr) pour un tryptophane modifie la 

liaison de ce dernier en le rendant spécifique de ligands du domaine SH2 de GRB2 

(Marengere et al., 1994). 

Une étude récente a de plus démontré que la majorité des domaines SH2 humains 

présentent également une forte affinité pour la membrane plasmique, dirigée en majorité par 

des interactions spécifiques entre des régions cationiques des domaines SH2 en dehors de la 

surface de liaison au phosphopeptide et des phosphoinositides (PIP) membranaires. Ces 

travaux ont également mis en évidence que dans certains cas, l’interaction domaine SH2/PIP 

est essentielle aux fonctions signalétiques de la protéine à domaine SH2 (Park et al., 2016). 

Il est très important de noter que toutes ces études de spécificité et d’affinité de liaison ont 

été effectuées in vitro. Ces études sont très pertinentes pour caractériser les déterminants 

moléculaires dirigeant la spécificité d’interaction des domaines SH2, et de ce fait pour l’étude 

des interactions régissant la signalisation cellulaire RTK-dépendante. Cependant, in vivo, il 

est fort probable que ces interactions soient régies tout autant par la localisation et 

l’accessibilité du site de phosphorylation au sein d’une protéine donnée et par la compétition 

des domaines SH2 présents que par l’affinité intrinsèque d’un domaine SH2 pour un 

phosphopeptide donné. 
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1.1.2.3. Les domaines SH3 

 

Les domaines SH3, comptant une cinquantaine de résidus, ne reconnaissent pas une 

modification post-traductionnelle comme les SH2, mais plutôt des régions riches en proline, 

lysine, et arginine (Ren et al., 1993). Ces domaines sont constitués de deux petits feuillets  

antiparallèles compactés l’un sur l’autre. La résolution des structures de différents complexes 

SH3/ligand peptidique par résonance magnétique nucléaire (RMN) et cristallographie a mis 

en évidence que les peptides en complexe avec des domaines SH3 adoptent une conformation 

en hélice polyproline de type II (PP-II) (Musacchio et al., 1994; Yu et al., 1994). Ce type de 

structure présente trois boucles symétriques (en coupe transversale), avec un pas d’hélice de 

trois résidus. Deux des boucles entrent en contact avec des résidus très conservés à la surface 

du SH3. La spécificité d’interaction de chaque domaine SH3 est attribuée à la symétrie des 

hélices PP-II, qui peuvent donc interagir avec les domaines SH3 dans deux orientations 

différentes, notées (+) ou (-) (Yu et al., 1994). Ainsi, les domaines SH3 de PIK3R1 et ABL 

ont été rapportés pour lier leur cible dans une orientation (+) (Lim et al., 1994a), SRC a été 

montrée capable d’interagir avec différents ligands via son domaine SH3 dans les deux 

orientations (Feng et al., 1994), tandis que les deux domaines SH3 de GRB2 interagiraient 

avec des hélices en orientation (-) (Goudreau et al., 1994; Lim et al., 1994a; Terasawa et al., 

1994). L’orientation de l’interaction est déterminée par des interactions neutralisant des 

charges entre une arginine du peptide (ou une lysine dans le cas exceptionnel de CRK) et des 

résidus acides du SH3 (Lim et al., 1994a; Wu et al., 1995). Les résidus des deux arêtes de 

l’hélice en contact avec le SH3 diffèrent en fonction de leur orientation. En effet, l’une 

d’entre elles ne peut accommoder d’autres chaînes latérales que celle de la proline car cette 

arête est étroitement plaquée contre la surface du SH3. L’autre arête en contact avec le SH3 

interagit avec ce domaine de façon plus lâche, et peut ainsi accommoder d’autres résidus que 

la proline, tout comme la boucle qui n’entre pas en contact avec le domaine. Ces déterminants 

structuraux expliquent le motif de liaison général P-x-x-P plus ou moins conservé par la 

majorité des domaines SH3 (Feng et al., 1994; Wu et al., 1995). 

La surface de liaison des domaines SH3 est très restreinte (environ 400Å2) et le nombre 

de liaisons hydrogène qu’elle peut engager est ainsi limité. L’affinité d’interaction de ces 

domaines avec leur ligand est en conséquence assez faible. De plus, l’importance majeure 
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d’interactions hydrophobes dans la liaison domaine/ligand restreint leur spécificité 

intrinsèque. Il est ainsi suggéré que d’autres interactions entre les protéines porteuses de 

domaine SH3 et leur ligand ainsi que la structure quaternaire de ces deux protéines participent 

de façon importante à la spécificité de l’interaction (Combs et al., 1996; Feng et al., 1996; 

Kuriyan and Cowburn, 1997).  

Par ailleurs, la forte conservation d’un doublet de tryptophane au sein des domaines SH3 

a été observée (Fig. 1.6). Bien que les bases structurales de l’importance de ce doublet n’aient 

pas été caractérisées, la mutation du premier résidu de ce doublet, qui est très conservé dans 

les domaines SH3, conduit à la perte d’interaction du domaine SH3 en question, sans affecter 

la liaison des autres domaines SH2 et SH3 de la protéine ainsi mutée (Tanaka et al., 1995). 

 

 

 

Figure 1.6 : Logo de l’alignement des séquences des domaines SH3. 

Les séquences des domaines SH3 identifiés par Prosite dans la banque de données 

UniprotKB/Swiss-Prot (1130) ont été utilisées pour une analyse par alignement multiple 

(Prosite). Le logo a été généré grâce à l’application WebLogo (Crooks et al., 2004). La 

hauteur totale de chaque position du logo représente leur degré de conservation. Les colonnes 

d’alignement très conservées génèrent des positions hautes sur le logo. La hauteur de chaque 

lettre est proportionnelle à la fréquence observée du résidu correspondant à chaque position 

de l’alignement multiple (en unité arbitraire). Les lettres de chaque position sont triées de la 

moins fréquente à la plus fréquente, de façon à ce que la séquence consensus soit lisible en 

haut du logo (Schneider and Stephens, 1990). Le doublet de tryptophanes est retrouvé aux 

positions 38-39. 

 

Les études s’intéressant aux déterminants moléculaires de la liaison des domaines SH3 de 

GRB2 se sont premièrement concentrées sur le domaine nSH3, partenaire de SOS, pour son 



 

16 

implication alors démontrée dans la transduction du signal. La séquence de liaison de ce 

domaine a tout d’abord été caractérisée par criblage de banque de phages (phage display), 

utilisant une librairie de peptides constitués de deux prolines fixes espacées de deux résidus 

variables et entourées de six résidus variables. Ces études ont démontré que le domaine nSH3 

de GRB2 favorise la liaison à trois groupes de séquences, dont le consensus global est : [+]-

-D-x-P-L-P-x-L-P, où les résidus basiques et aromatiques sont représentés par [+] et  

respectivement (Sparks et al., 1996). Cependant, cette même étude a également démontré 

une divergence importante entre les motifs peptidiques et protéiques sélectionnés par le 

domaine nSH3 de GRB2 avec la même technique, suggérant que d’autres paramètres soient 

impliqués dans la spécificité de ce domaine (Sparks et al., 1996). 

D’autres études se sont intéressées à muter les résidus du motif P-x-x-P du ligand du 

domaine nSH3 SOS1 puis à mesurer l’affinité d’interaction avec le domaine nSH3 GBR2 par 

titrage calorimétrique isotherme (ITC). Ces travaux ont déterminé que la séquence de liaison 

optimale est P-P-V-P-P-R, et que cette séquence peut également lier le domaine cSH3 de 

GRB2, bien qu’avec une affinité inférieure (McDonald et al., 2008a). La même équipe a par 

la suite démontré, toujours par ITC, que les domaines SH3 de GRB2 peuvent lier quatre 

séquences différentes sur SOS1, avec un consensus de liaison P-x--P-x-R, où  représente 

une valine, leucine ou isoleucine (McDonald et al., 2009). Le résidu  engage des liaisons 

hydrophobes avec le domaine SH3, tandis que l’arginine établit un pont salin avec celui-ci, 

et tous deux constituent ainsi des résidus clés dans la liaison SH3/peptide riche en proline 

(McDonald et al., 2009). Cette étude démontre donc que la séquence consensus de liaison du 

domaine nSH3 de GRB2 déterminée in vitro ne correspond pas exactement à la séquence de 

liaison de ce domaine à l’un de ses partenaires, soulignant ainsi la divergence entre les motifs 

protéiques et peptidiques relevée précédemment (Sparks et al., 1996). 

De plus, les travaux portant sur l’affinité et la spécificité des domaines SH3 in vitro ont 

décrit la nécessité du motif polyproline P-x-x-P pour la liaison des domaines SH3 (Lim et 

al., 1994a; Sparks et al., 1996). L’affinité de ces liaisons mesurée in vitro par différents 

travaux est très faible, généralement de 10 à 100 M (Lim et al., 1994b). Cependant, l’affinité 

de protéines à domaine SH3 pour leurs ligands riches en prolines est bien supérieure, 

suggérant ainsi l’implication de régions extérieures au domaine SH3 dans la liaison SH3-

ligand (Bartelt et al., 2015; Houtman et al., 2004). Une étude récente s’intéressant à ces 
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régions a démontré que les motifs P-x-x-P, bien que strictement requis à la liaison des 

domaines SH3 isolés, ne sont ni suffisants ni nécessaires à la liaison de GRB2 pleine longueur 

à deux partenaires nSH3-dépendants, SOS1 et CBL, in vitro et in vivo (Bartelt et al., 2015). 

Le domaine cSH3 de GRB2 présente quant à lui un consensus de liaison plus particulier, 

puisque celui-ci n’inclut pas le motif P-x-x-P (Lewitzky et al., 2001). Des expériences de 

tests de liaison et de test de compétition in vitro ont en effet démontré que la liaison du 

domaine cSH3 de GRB2 à son ligand fait intervenir une séquence consensus P-x-x-x-R-x-x-

K-P (Lewitzky et al., 2001). 

La caractérisation des déterminants moléculaires de la liaison des domaines SH3 à leurs 

ligands, et ceux de GRB2 plus particulièrement, a donc mis en évidence des paramètres 

nécessaires à la liaison, tels que le doublet de tryptophanes. Cependant, ces études mettent 

également en avant l’implication d’autres déterminants moléculaires à identifier dans ces 

interactions. Par exemple, il a été démontré qu’une région inter-domaine des protéines 

adaptatrices NCK engage des liaisons de faibles affinités pour le ligand du domaine SH3 

WASP (Banjade et al., 2015). Cette interaction coopère avec la liaison des domaines SH3 de 

NCK et promeut la formation d’un complexe multivalent et l’activation de ARP2/3 en aval. 

La synergie de la liaison des domaines d’interaction tels que les SH3 avec des liaisons de 

faibles affinités impliquant des régions inter-domaines augmente l’affinité d’interactions 

protéine-protéine et participe à la formation de complexes signalétiques actifs. Les auteurs 

suggèrent que cette synergie constitue un mécanisme général pour les protéines 

multivalentes, telles que les protéines adaptatrices à domaines SH2/SH3 (Banjade et al., 

2015; Li et al., 2012). 

L’assemblage modulaire des domaines d’interaction protéine-protéine SH2 et SH3 permet 

ainsi aux protéines adaptatrices de coupler un signal de phosphorylation avec la formation de 

complexes signalétiques spécifiques (Pawson and Nash, 2003). Les caractéristiques 

structurales des domaines SH2 et SH3 confèrent à ces domaines des propriétés spécifiques, 

telles que la reconnaissance de résidus tyrosines phsophorylés pour les domaine SH2 et des 

régions riches en prolines pour les domaines SH3. De plus, ces domaines présentent 

également des particularités propres à chacun, qui sont à l’origine de leur spécificité 

d’interaction, et ainsi de leur rôle dans les réseaux de signalisation cellulaire (Pawson and 

Nash, 2003). 
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1.1.3. Les protéines adaptatrices sont au cœur des réseaux de signalisation 

cellulaire 

 

1.1.3.1. Les protéines adaptatrices participent à la centralisation des 

réseaux dynamiques de signalisation cellulaire 

 

Grâce à leur structure modulaire, les protéines adaptatrices participent à la détection de 

coïncidence, permettant ainsi d’augmenter et de contrôler la spécificité et la diversité des 

réponses cellulaires dans un contexte donné. Les interactions de ces protéines dans un 

contexte cellulaire s’inscrivent dans un vaste réseau signalétique très complexe. Un des 

concepts proposés pour la modélisation des réseaux de signalisation cellulaire est le modèle 

du sablier (Fig. 1.7).  

 

 
 

Figure 1.7 : La protéine adaptatrice GRB2 appartient au processus central du système 

de signalisation cellulaire. 

Les stimuli extracellulaires sont perçus et traduits en signaux tels que la phosphorylation par 

de très nombreux récepteurs, dont les RTK de la famille HER représentés ici. Ces récepteurs 
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recrutent un nombre limité de protéines effectrices, dont la protéine adaptatrice GRB2. En 

interagissant avec différents effecteurs, ce nombre limité de protéines effectrices, représenté 

en jaune, est responsable de la régulation d’un nombre très important de fonctions cellulaires, 

telles que celles représentées en bleu ici. Le rôle central de la protéine GRB2, tout comme 

d’autre protéines effectrices, est parfois comparé à l’entonnoir d’un sablier, régulant le flux 

d’informations entre un étage supérieur et inférieur. La robustesse de ce type de systèmes se 

base sur la redondance des interactions et la modularité des protéines de ces réseaux. 

 

Dans cette représentation, les signaux entrants, perçus notamment par les RTK, 

représentent la partie haute du sablier. La grande diversité des signaux extracellulaires et de 

leurs récepteurs est traduite par la largeur de cette partie du sablier. La transduction du signal 

quant à elle, fait intervenir un nombre limité d’intervenants, telles que les protéines 

adaptatrices, qui vont permettent l’activation de différentes voies de signalisation dont le 

nombre demeure cependant limité, telles que la voie MAPK ou la voie PI3K/AKT par 

exemple. Ces acteurs de la signalisation correspondent au processus central des réseaux de 

signalisation, et donc à la partie resserrée du sablier, contrôlant le flux de sable ou 

d’informations transmises d’amont en aval. La détection de coïncidence assurée par les 

protéines adaptatrices permettrait ainsi d’intégrer les signaux provenant de différents acteurs 

en amont. Enfin, la grande diversité des réponses et changements phénotypiques que les 

cellules peuvent adopter en réponse aux signaux extérieurs (e.g. survie, apoptose, 

prolifération, différenciation, migration, adhésion) est représentée par la largeur de la partie 

inférieure du sablier (Citri and Yarden, 2006). 

Selon ce modèle, les protéines adaptatrices appartiendraient au processus central, intégrant 

les différents signaux extracellulaires puis recrutant et activant certaines des voies de 

signalisation canoniques afin d’apporter un changement cellulaire phénotypique spécifique 

au signal ou à la combinaison de signaux extérieurs. En effet, la majorité des protéines 

adaptatrices peuvent interagir avec différents récepteurs, et permettent le recrutement d’un 

grand nombre d’effecteurs cytoplasmiques (Bisson et al., 2011). De plus, certains effecteurs 

peuvent être recrutés par différentes protéines adaptatrices. Par exemple, NCK1/2 et GRB2 

peuvent interagir avec WASP (Weisswange et al., 2009). À l’inverse, une protéine 

adaptatrice peut recruter un même effecteur en aval de deux récepteurs différents, tel que 

GRB2 qui recrute SOS afin de permettre l’activation de la voie MAPK en aval de EGFR et 

FGFR2 (Buday and Downward, 1993; Cheng et al., 1998). Cependant, la spécificité de 

liaison de leur domaine d’interaction aux récepteurs (i.e. domaine SH2) et de leurs autres 
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sites de liaison à des effecteurs cytoplasmiques (i.e. SH3) présentent des caractéristiques 

propres à chaque protéine adaptatrice, régulant ainsi la compétition des interactions au sein 

des complexes signalétiques, ainsi que la cinétique de ces interactions. Les complexes 

signalétiques nucléés par les protéines adaptatrices ainsi que leur dynamique peuvent de ce 

fait présenter certaines caractéristiques spécifiques des signaux extracellulaires perçus et des 

réponses cellulaires engagées (Pawson et al., 2001). Ainsi, l’analyse des complexes nucléés 

par différentes protéines adaptatrices dans différents contextes cellulaires pourrait amener 

des informations importantes sur l’organisation des réseaux de signalisation, notamment sur 

le lien entre les complexes communs du processus central et la spécificité des réponses 

cellulaires engagées. 

Une étude du laboratoire a effectivement mis en évidence que les réseaux de signalisation 

nucléés par GRB2 sont spécifiques à la stimulation des cellules par différents facteurs de 

croissance (Bisson et al., 2011). Cette étude a également montré que les complexes 

d’interaction de GRB2 après stimulation à l’EGF sont très finement régulés dans le temps, 

permettant ainsi de différencier plusieurs types d’interaction de GRB2 avec ses partenaires. 

Ce point est particulièrement intéressant pour l’amélioration de notre compréhension des 

réseaux de signalisation, et de la prise de décision cellulaire de la réponse apportée à une 

combinaison de signaux donnée. En effet, des études ont proposé que ce déterminisme soit 

apporté par la durée d’activation des voies de signalisation intracellulaire plus que par leur 

nature, soulignant l’importance de la caractérisation de la dynamique des réseaux de 

signalisation (Ebisuya et al., 2005; Ideker and Krogan, 2012). L’état des réseaux de 

signalisation, et des réseaux d’interactions de GRB2 en particulier, ainsi que la dynamique 

de ces derniers procurent ainsi des informations précieuses pour améliorer notre 

compréhension de la communication cellulaire, de sa régulation, et ainsi des pathologies 

telles que le cancer découlant d’anomalies de la signalisation cellulaire.  
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1.1.3.2. Des approches protéomiques permettent d’analyser la dynamique 

des réseaux de signalisation cellulaire 

 

L’identification des interactions protéine-protéine apporte de ce fait des informations 

précieuses sur la régulation et la fonction des différents acteurs des réseaux de signalisation. 

Classiquement étudiées par des techniques d’immuno-purifications ou purifications 

d’affinité (IP ou AP) suivies de Western blot et de double hybride par exemple, les 

interactions protéine-protéine et leur caractérisation ont grandement bénéficié des avancées 

technologiques en spectrométrie de masse (MS). Ces analyses permettent maintenant de 

séquencer à haut débit (jusqu’à plusieurs milliers de peptides par échantillons) et d’identifier 

des protéines présentes dans un échantillon, sans biais d’hypothèse initiale (Choudhary and 

Mann, 2010). Le couplage d’expériences d’IP ou AP avec des analyses de spectrométrie de 

masse (AP-MS) permet ainsi l’identification des protéines associées à la proie 

immunopurifiée, permettant de ce fait la description en profondeur des réseaux de 

signalisation cellulaire. Cependant, toutes ces analyses ne permettent pas d’apprécier la 

dynamique de ces réseaux, point fondamental de la signalisation cellulaire. En effet, la nature 

des interactions au sein des réseaux de signalisation ne résume pas totalement la spécificité 

des réponses cellulaires, et la dynamique de ces interactions apporte des informations 

supplémentaires relatives au lien entre les réseaux de signalisation et les phénotypes 

cellulaires dans un contexte donné (Bisson et al., 2011; Ebisuya et al., 2005). 

Deux approches de protéomique quantitative très fiables peuvent être couplées à des 

expériences d’IP afin de décrire la dynamique des interactions étudiées. La SRM (Single 

Reaction Monitoring) est une méthode d’acquisition ciblée permettant la quantification de 

plusieurs centaines de peptides par expérience. Cette méthode est très reproductible et très 

sensible, mais nécessite l’identification préalable des protéines à quantifier, et demeure 

limitée dans le nombre de protéines analysables par expérience (Bisson et al., 2011; Picotti 

et al., 2009). Le SWATH, pour Sequential Window Acquisition of all THeoretical spectra, 

est une autre méthode de protéomique quantitative mise au point dans les dernières années, 

permettant simultanément l’identification et la quantification de protéines avec une 

reproductibilité et une sensibilité proches de celles de la SRM (Gillet et al., 2012). Leur 

utilisation pour l’analyse des partenaires de différentes protéines (AP-SRM ou AP-SWATH) 
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permet ainsi de décrire la dynamique des réseaux de signalisation (Bisson et al., 2011; 

Lambert et al., 2013). La cinétique de nucléation de complexes signalétiques par GRB2 après 

différentes stimulations a ainsi pu être analysée grâce à une approche d’AP-SRM, et les 

complexes de GRB2 modulés par le blocage d’EGFR ou FGFR ont été caractérisés par AP-

SWATH (Bisson et al., 2011; Findlay et al., 2013; Lambert et al., 2013).  

Les protéines adaptatrices, et GRB2 plus particulièrement, appartiennent donc au 

processus central de la transduction du signal, soulignant ainsi leurs rôles très variés dans la 

signalisation cellulaire.  

 

1.1.4. Fonctions de GRB2 dans la signalisation cellulaire 

 

Les protéines adaptatrices sont impliquées dans la transduction du signal, notamment en 

aval des RTK, et de ce fait participent au contrôle de nombreux processus extrêmement 

variés. En effet, ces protéines adaptatrices peuvent réguler le métabolisme des 

phospholipides membranaires (Aksamitiene et al., 2012; Wang et al., 1995), les cycles 

d’activation des petites GTPases (Buday and Downward, 1993; Gale et al., 1993; Li et al., 

1993), l’expression génique (Buday and Downward, 1993; Gale et al., 1993; Li et al., 1993), 

la réorganisation du cytosquelette, la phosphorylation ou déphosphorylation (Lock et al., 

2000) ou encore l’ubiquitinylation et la stabilité de certaines protéines (Huang, 2005). Les 

protéines adaptatrices sont ainsi impliquées dans le contrôle de fonctions cellulaires très 

variées, telles que la prolifération, la différenciation, la survie, l’apoptose, ou encore la 

motilité cellulaires (Giubellino et al., 2008; Pawson, 2007). L’importance de ces protéines 

dans la signalisation est soulignée par le fait que la majorité d’entre elles, et tous les membres 

de la sous-famille des protéines adaptatrices à domaine SH2/SH3 sont impliqués dans le 

développement embryonnaire (Bladt et al., 2003; Cheng et al., 1998; Park et al., 2006).  

L’expression de GRB2 est ubiquitaire chez les mammifères, bien que les niveaux de 

messagers suggèrent des niveaux d’expression particulièrement élevés dans certains tissus, 

tels que le cerveau et la rate, soulignant le rôle potentielleemnt important de cette protéine 

adaptatrice (Lowenstein et al., 1992). Par ailleurs, quatre isoformes alternatifs de GRB2 ont 

été recensés dans la littérature, dont trois chez le rat (Watanabe et al., 1995) et un chez 

l’humain (Fath et al., 1994). Ces isoformes ont été détectés dans différents tissus, mais à des 
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niveaux plus restreints que GRB2 pleine longueur (Fath et al., 1994; Watanabe et al., 1995). 

De plus, ces deux études ont montré que trois de ces isoformes, présentent des interactions 

modifiées avec différents partenaires de GRB2 et inhibent la signalisation mitogénique 

induite par EGFR ou PDGFR lorsqu’injectés dans des cellules en culture (Fath et al., 1994; 

Watanabe et al., 1995). Ces études suggèrent ainsi un rôle de ces isoformes dans la régulation 

de la transduction du signal par GRB2, cependant aucune étude ne s’est intéressée par la suite 

à la pertinence biologique de ces isoformes. De plus, aucune preuve de leur expression 

protéique n’est disponible, suggérant que ces isoformes puissent correspondre à des artefacts 

de séquençage. 

Le rôle d’adaptateur dans la transduction du signal de GRB2 est assuré par son interaction 

avec différentes combinaisons de partenaires via ses domaines SH2 et SH3, tels que des 

récepteurs et des effecteurs cytoplasmiques. Premièrement identifié comme interacteur 

d’EGFR et PDGFR (Lowenstein et al., 1992), GRB2 a par la suite été décrit comme 

partenaire direct ou indirect d’un nombre très important de RTK, tels que FGFR (Klint et al., 

1995), VEGFR (Ito et al., 1998), IGFR (Xu et al., 1995), MET (Ponzetto et al., 1994), ou 

encore d’autres types de récepteurs tels que le récepteur de cytokines PRLR (Minoo et al., 

2003) et le récepteur sérine/thréonine kinase au TGF TR-II (Galliher-Beckley and 

Schiemann, 2008). L’association de récepteurs avec GRB2 est parfois directe, comme celle 

certaines tyrosines d’EGFR reconnues par le domaine SH2 de GRB2, celle de la Y1144 de 

HER2, ou encore l’interaction de GRB2 avec le TR-II via la tyrosine Y284 de ce dernier 

(Dankort et al., 1997; Galliher and Schiemann, 2007; Schulze et al., 2005). Le recrutement 

de GRB2 aux RTK ou autres récepteurs peut également être indirect, via des protéines 

d’arrimage telles que IRS1/2 (Skolnik et al., 1993), FRS1/2 (Kouhara et al., 1997), ou GAB1 

(Holgado-Madruga et al., 1996), via d’autres protéines adaptatrices telles que SHC1 (Skolnik 

et al., 1993), ou encore via des enzymes telles que PTPN11 (Minoo et al., 2003). Le 

recrutement de GRB2 aux RTK activés, direct ou indirect, est en règle générale régulé par 

des évènements de phosphorylation et dépend de ce fait du domaine SH2 de la protéine 

adaptatrice (Lowenstein et al., 1992). Cependant, il a été démontré que GRB2 peut interagir 

avec le RTK FGFR2 via son domaine cSH3, et cette interaction contribuerait à un 

rétrocontrôle négatif de la signalisation en aval (Ahmed et al., 2010). 
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1.1.4.1. GRB2 assure l’activation de plusieurs voies de signalisation en 

aval de nombreux récepteurs membranaires 

 

Le premier rôle de GRB2 dans la signalisation décrit dans la littérature est le recrutement 

membranaire de SOS1 par l’interaction du complexe GRB2-SOS (lié préférentiellement via 

le domaine nSH3 de GRB2) avec un RTK activé s’associant au domaine SH2 de GRB2 

(Buday and Downward, 1993; Gale et al., 1993; McDonald et al., 2008a; Rozakis-Adcock et 

al., 1993). La protéine SOS, lorsque recrutée à la membrane, peut interagir avec la petite 

GTPase RAS et favoriser l’échange GDP-GTP de cette dernière, participant ainsi à son 

activation. RAS activée est responsable de l’activation de la voie ERK/MAPK via 

l’activation successive de RAF, MEK et ERK (Gale et al., 1993). Il a par ailleurs été montré 

que le recrutement de GAB1 et/ou GAB2 à certains RTK activés via leur interaction avec le 

domaine cSH3 de GRB2 permet le recrutement de PTPN11 et de PI3K, nécessaires 

respectivement à l’activation soutenue de la voie RAS/MAPK et à l’amplification de la 

signalisation pro-survie et mitogénique (Araki et al., 2003; Cunnick et al., 2002). Ainsi 

l’activation soutenue de cette voie de signalisation requiert à la fois le recrutement de SOS1 

et GAB1 à la membrane, tous deux dépendants de leur association à GRB2, en aval de 

certains RTK comme le PDGFR (Araki et al., 2003; Cunnick et al., 2002).  

L’activation de ERK a été associée avec de nombreux processus cellulaires, tels que la 

survie, la prolifération, le métabolisme, la migration ou encore la sénescence (Ebisuya et al., 

2005). De par son rôle central dans l’activation de ERK, GRB2 est également essentielle à 

ces fonctions (Buday and Downward, 1993; Cheng et al., 1998, 2014; Stern et al., 1993). La 

petite protéine adaptatrice GRB2 peut également participer à l’activation de la PI3K en aval 

de certains RTK tels que IGFR et EGFR (Takahashi et al., 1999). Le recrutement 

membranaire de la PI3K peut être dirigé par des RTK activés, par l’interaction de sa sous-

unité régulatrice PI3KR1 avec GRB2, ou encore par l’interaction de protéines effectrices 

telles que GAB1, elles-mêmes associées aux RTK ou à GRB2 (Holgado-Madruga et al., 

1996; Schulze et al., 2005; Takahashi et al., 1999; Wang et al., 1995). Le recrutement 

membranaire du complexe PI3K conduit à son activation et lui permet d’assurer ses fonctions 

de phosphorylation des PIP2, créant ainsi des régions membranaires riches en PIP3 au 

voisinage des RTK activés. Ces régions participent à leur tour, de façon autonome ou de 
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concert avec les RTK activés, au recrutement d’effecteurs cytoplasmiques telles la protéine 

AKT arborant des domaines d’association aux PIP3 comme le domaine PH. L’activation de 

la PI3K et d’AKT dépendante de GRB2 participe à de nombreux processus tels que la survie, 

la croissance ou encore la régulation du métabolisme cellulaire (Aksamitiene et al., 2012). 

 

1.1.4.2. La protéine adaptatrice GRB2 régule la dynamique du 

cytosquelette et l’adhésion cellulaire 

 

En sus de la régulation des voies mitogéniques ERK et PI3K/AKT, la protéine adaptatrice 

GRB2 est essentielle à la nucléation de plusieurs complexes signalétiques impliqués dans la 

régulation de la dynamique du cytosquelette. GRB2 est notamment requise à la stabilisation 

de l’association de WASP et d’ARP2/3 aux extrémités barbues des filaments d’actine, et 

participe ainsi au contrôle de la vitesse de polymérisation de l’actine (Weisswange et al., 

2009). Il a également été démontré que GRB2 interagit avec la protéine PAK1 après 

stimulation à l’EGF, permettant ainsi le recrutement de cette dernière à EGFR activé. De 

plus, cette étude a décrit le rôle de cette interaction dans la formation de lamellipodes. En 

effet, l’activation d’EGFR suite à une stimulation à l’EGF conduit à la formation de 

lamellipodes et à l’expansion de la membrane plasmique. L’inhibition de l’interaction entre 

GRB2 et PAK1 entrave le recrutement de la kinase effectirce au RTK activé et ainsi la 

formation des lamellipodes et l’expansion de la membrane plasmique induites par l’EGF 

(Puto, 2003). 

La protéine adaptatrice GRB2 participe de plus au couplage de la signalisation en aval des 

RTK et des récepteurs d’adhésion tels que les intégrines (Schlaepfer et al., 1994). GRB2 est 

notamment requise pour la nucléation et l’activation du complexe SRC-FAK en aval 

d’intégrines stimulées par la fibronectine, en favorisant la phosphorylation de la tyrosine 

Y397 de FAK nécessaire à son interaction avec SRC (Cheng et al., 2014). GRB2 est de 

surcroit impliquée dans le couplage de ce complexe SRC-FAK à la phosphatase membranaire 

PTPRA, activée elle aussi par les intégrines (Cheng et al., 2014). L’association de ces trois 

enzymes, sous la dépendance de leur interaction avec GRB2, est essentielle à l’étalement 

ainsi qu’à la migration cellulaires sur fibronectine. La protéine adaptatrice GRB2 constitue 
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ainsi un régulateur central de la signalisation initiée aux points focaux d’adhésion (Cheng et 

al., 2014). 

Il a de plus été démontré que GRB2 est cruciale à l’activation de RAS en aval des 

intégrines activées (Crampton et al., 2009; Schlaepfer et al., 1994, 1997), et qu’elle est 

également essentielle à l’intégration des signaux provenant des intégrines et de la voie WNT 

(Crampton et al., 2009). 

Ces exemples soulignent le rôle de GRB2 dans le dialogue entre les différentes voies de 

signalisation cellulaires, notamment dans la modulation de voies signalétiques comme les 

RTK ou la voie WNT en fonction de l’adhésion et du microenvironnement cellulaire. Ces 

mécanismes de régulation de la signalisation cellulaire par les interactions cellules-

microenvironnement, via la protéine adaptatrice GRB2 notamment, sont primordiaux à 

l’homéostasie tissulaire, et sont fréquemment dérégulés dans le cancer (Giubellino et al., 

2008). 

 

1.1.4.3. GRB2 participe à la régulation négative de la transduction du 

signal 

 

La protéine adaptatrice GRB2 joue également un rôle dans le contrôle négatif de la 

signalisation en aval des RTK. En effet, GRB2 est impliquée dans l’endocytose de certains 

RTK, tels qu’EGFR (Sorkin and Goh, 2009; Wang and Moran, 1996), HER3 (Sorkin and 

Goh, 2009), HER4 (Sorkin and Goh, 2009), PDGFR (Wang et al., 2004b), MET (Li et al., 

2007), KIT (Sun et al., 2007) ou encore RON (Penengo et al., 2003). Elle est de même 

impliquée dans l’endocytose de protéines membranaires autres que les RTK, telles la protéase 

ADAM12, la glycoprotéine membranaire MUC1 ou bien des récepteurs couplés aux 

protéines G (Kinlough et al., 2004; Luttrell et al., 1997; Stautz et al., 2012). 

Les premières évidences du rôle de GRB2 dans ces processus proviennent de la 

localisation de cette dernière avec certains RTK comme l’EGFR dans les endosomes, ainsi 

qu’avec des protéines d’assemblage du manteau de clathrine à la membrane plasmique 

(Jiang, 2003; Scaife et al., 1994). L’étude de Wang et Moran en 1996 a démontré la nécessité 

de l’interaction de GRB2 avec EGFR pour l’internalisation de ce dernier, par microinjections 

de domaine SH2 ou d’un phosphopeptide inhibant compétitivement l’interaction de ces deux 



 

27 

partenaires (Wang and Moran, 1996). Il a tout d’abord été suggéré que ces fonctions soient 

dépendantes de l’interaction de GRB2 avec la GTPase DNM2 (Scaife et al., 1994; Wang and 

Moran, 1996), une protéine associée aux microtubules impliquée dans l’endocytose (Scaife 

et al., 1994; Wang and Moran, 1996). Cependant, le rôle du complexe GRB2-DNM2 dans 

ces processus reste débattu (Huang, 2005). En revanche, l’interaction de GRB2 avec 

l’ubiquitine ligase E3 CBLB a été démontrée comme essentielle et suffisante à 

l’internalisation d’EGFR activé par certains de ses ligands tels qu’EGF et TGF (Fortian and 

Sorkin, 2014; Huang, 2005). Le recrutement de CBL aux récepteurs via GRB2 est également 

requis pour l’internalisation de KIT et MET (Li et al., 2007; Sun et al., 2007). Il a de plus été 

montré que GRB2 est responsable du recrutement de USP6NL, une GAP régulant 

négativement la protéine endosomale RAB5 après stimulation à l’EGF (Martinu et al., 2002). 

Ce recrutement participe ainsi au contrôle négatif, dépendant de GRB2, de l’internalisation 

de certains RTK (Martinu et al., 2002).  

Le rôle de GRB2 dans l’endocytose de ces récepteurs peut ainsi participer au contrôle 

négatif de la signalisation dépendante des RTK, lorsque l’internalisation du récepteur conduit 

au détachement du ligand ou bien à la dégradation du récepteur. Par exemple, l’internalisation 

d’EGFR dépendante de CBL et de GRB2 peut s’accompagner d’une diminution de 

l’activation de la voie RAS/MAPK (Pinilla-Macua et al., 2016). Il est cependant suggéré que 

l’association de ces RTK avec GRB2 à la membrane des endosomes permette à ces derniers 

de maintenir l’activation de la signalisation en aval (Fortian and Sorkin, 2014). 

Outre son rôle dans l’internalisation de certains récepteurs membranaires, GRB2 permet 

l’assemblage d’autres complexes impliqués dans le rétrocontrôle négatif de la signalisation 

en aval de RTK. Par exemple, les protéines SPRY 1/2, impliquées chez la drosophile dans 

l’inhibition de la signalisation en aval de FGFR et d’EGFR, exercent ces fonctions en 

interagissant avec GRB2, en aval de FGFR2 activé notamment (Hanafusa et al., 2002). Chez 

l’humain, il a été montré que la liaison de l’orthologue SPRY2 à GRB2 est dépendante de sa 

phosphorylation, et compétitionne avec l’association de cette protéine adaptatrice à FRS2 et 

PTPN11, inhibant ainsi l’activation de la voie RAS/MAPK (Hanafusa et al., 2002). 

Par ailleurs, il a été montré que l’activation d’EGFR et BCR/ABL conduit à la 

phosphorylation de GRB2 sur sa tyrosine 209 (Li et al., 2001). Cette phosphorylation inhibe 

son association à SOS et de ce fait l’activation de la voie MAPK, constituant ainsi un 
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mécanisme précoce de contrôle négatif de la transduction du signal (Li et al., 2001). Il a été 

suggéré que ce mécanisme de contrôle négatif par phosphorylation du domaine cSH3 de 

GRB2 permette de réguler la transduction du signal lorsque GRB2 est recrutée aux RTK 

activés de façon directe, et que le recrutement indirect de cette protéine adaptatrice aux RTK, 

qui ne permet pas la phosphorylation de sa tyrosine 209, soit un mécanisme favorisant une 

activation soutenue des voies de signalisation en aval (Li et al., 2001). 

Enfin, il a été décrit que GRB2 homodimérise en solution ainsi que dans des modèles 

cellulaires, et il est ainsi proposé dans la littérature que l’équilibre monomère-dimère de cette 

protéine adaptatrice régule ses capacités à nucléer des complexes signalétiques et de ce fait 

la transduction du signal en aval des RTK activés. Par exemple, il a été montré in vitro que 

le domaine SH2 de GRB2 en solution homodimérise dans un équilibre favorisant la forme 

dimérique (Schiering et al., 2000). Il a par ailleurs été décrit que la dissociation du dimère 

peut être induite par la liaison d’un des domaines SH2 du dimère à une cible, ou par 

phosphorylation de GRB2 sur sa tyrosine Y160 (Ahmed et al., 2015). De nombreuses études 

biochimiques et biophysiques se sont intéressées à l’effet de la dimérisation de GRB2 sur ses 

interactions. Il a par exemple été démontré que la forme dimérique de GRB2 présente une 

affinité pour un phosphopeptide de SHC1 fortement réduite comparativement à sa forme 

monomérique (Benfield et al., 2007). Toujours in vitro, il a été montré que SOS1 et GAB1 

interagissent avec GRB2 dans un ratio 1:2 (McDonald et al., 2013), faisant intervenir des 

surfaces de domaines nSH3 (SOS1) et cSH3 (GAB1) des deux molécules de GRB2 au sein 

du dimère (McDonald et al., 2012, 2013). Ces études ont également permis de mettre en 

évidence une allostérie mutuellement exclusive dans la liaison de ces deux partenaires à 

GRB2, la liaison de SOS1 aux domaines nSH3 du dimère de GRB2 empêchant la liaison de 

GAB1 aux domaines cSH3 et vice versa (McDonald et al., 2013). 

D’un point de vue fonctionnel, différentes études ont souligné l’implication de la 

dimérisation de GRB2 dans la régulation de la signalisation cellulaire. Par exemple, des 

travaux portant sur le rôle de PTPRA dans la migration cellulaire ont démontré que GRB2 

est requise pour coupler PTPRA au complexe SRC-FAK (Cheng et al., 2014). Les auteurs 

ont pu démontrer que l’interaction du domaine de GRB2 à deux tyrosines phosphorylées via 

son domaine SH2, l’une sur PTPRA et l’autre sur FAK, est à l’origine de l’association de 

PTPRA et SRC-FAK. Les auteurs ont ainsi proposé qu’un dimère de GRB2, pouvant ainsi 
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accommoder deux tyrosines phosphorylées simultanément, soit responsable de la nucléation 

de ce complexe signalétique (Cheng et al., 2014). D’autres études ont mis en évidence un 

rôle inhibiteur du dimère de GRB2 en aval de FGFR2 (Ahmed et al., 2013, 2015; Lin et al., 

2012). Cette équipe a en effet démontré qu’en absence de stimulation, un dimère de GRB2 

interagit avec deux molécules de FGFR2, via l’association des domaines cSH3 avec des 

séquences riches en proline de la queue C-terminale de FGFR2 (Lin et al., 2012). 

L’hétérotétramère ainsi formé est responsable d’un niveau de phosphorylation basal de 

FGFR2, traduisant l’activation catalytique de ces RTK, mais serait maintenu dans un état non 

signalétique par l’encombrement stérique du dimère de GRB2 inhibant le recrutement de 

protéines effectrices. L’activation de FGFR2 par la liaison à son ligand permettrait la 

phosphorylation de GRB2 sur sa tyrosine Y209, inhibant l’interaction de GRB2 dimérique 

au dimère de FGFR2 (Lin et al., 2012), ainsi que la phosphorylation de la tyrosine Y160 de 

GRB2, entraînant la dissociation du dimère de GRB2 (Ahmed et al., 2015). GRB2 

présenterait donc ici un rôle de contrôle négatif de la signalisation en aval de FGFR2 tout en 

favorisant la formation de dimères de récepteurs à la membrane pour leur activation rapide 

suite à une stimulation (Ahmed et al., 2013, 2015; Lin et al., 2012). 

Bien que l’existence de la forme dimérique de GRB2 soit très bien caractérisée in vitro, 

la pertinence des formes dimériques et monomériques dans le cadre de la signalisation 

cellulaire restent débattues, notamment en raison de l’absence d’outils permettant de 

différencier avec certitude les deux formes dans des modèles cellulaires (Ahmed et al., 2015; 

Benfield et al., 2007; McDonald et al., 2008b, 2012, 2013; Schiering et al., 2000). Par 

exemple, en surexprimant à différentes concentrations GRB2 sauvage, induisant selon 

l’hypothèse de cette étude une augmentation de la proportion de la forme dimérique, l’équipe 

du Dr Ladbury a démontré que l’activation de la voie RAS/MAPK en aval de FGFR2 serait 

inhibée par la forme dimérique de GRB2 (Lin et al., 2012). Cependant, aucun contrôle ne 

permet de vérifier que la surexpression de GRB2 sauvage conduit effectivement à une 

augmentation de GRB2 dimérique plutôt qu’à un agrégat protéique, ni que cette dimérisation 

soit ainsi bien la cause de l’inhibition de la voie RAS/MAPK. D’autre part, il a été montré 

par quantification des partenaires de GRB2 dans un modèle de cellules humaines exprimant 

à différents niveaux une version exogène de GRB2 (sub-endogènes ou surexpression 

importante) que les interactions de cette protéine adaptatrice ne sont pas affectées 
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qualitativement ni quantitativement par sa surexpression (Bisson et al., 2011, données non 

publiées). Enfin, le mécanisme de régulation négative de la signalisation par la forme 

dimérique de GRB2 décrite par l’équipe du Dr Ladbury en aval de FGFR2 n'est actuellement 

pas démontré pour aucun autre RTK, et pourrait aussi bien être un niveau de contrôle de la 

signalisation très généralisé qu’un phénomène anecdotique. Malgré des évidences suggérant 

fortement l’implication de la dimérisation de GRB2 dans la régulation de la signalisation, des 

travaux plus précis seraient nécessaires pour affiner la compréhension de ces mécanismes.  

La protéine adaptatrice GRB2 constitue ainsi un lien primordial entre récepteurs et 

protéines effectrices dans la transduction du signal, mais également dans sa régulation fine. 

Ce rôle majeur de GRB2 est souligné par l’implication de cette protéine adaptatrice dans le 

développpement embryonnaire. 

 

1.1.5. GRB2 joue un rôle clé dans le développement embryonnaire 

 

Étant donné le rôle central de la protéine adaptatrice GRB2 dans la transduction du signal 

en aval de nombreux récepteurs et dans l’activation d’autant de voies signalétiques 

pléiotropiques, il n’est pas surprenant que cette dernière soit essentielle au développement 

précoce d’organismes multicellulaires (Lim and Pawson, 2010). 

L’orthologue de GRB2 chez le nématode, SEM-5, a été caractérisé grâce à des criblages 

s’intéressant au développement embryonnaire (Clark et al., 1992). Des mutations dans le 

gène sem-5 ont en effet été identifiées pour leur phénotype de létalité aux stades précoces du 

développement larvaire, ou de défauts de développement de la vulve et de migration des 

myoblastes sexuels, d’où son nom SEx Muscle abnormal 5 ou sem-5 (Clark et al., 1992). Le 

phénotype d’absence de vulve est également observé pour des mutations dans let-23 et let-

60, correspondant aux orthologues d’EGFR et RAS respectivement, ce qui a permis 

d’identifier le premier rôle de GRB2 dans la transduction du signal en aval des RTK (Clark 

et al., 1992; Lowenstein et al., 1992). Certaines des mutations de sem-5 identifiées dans ces 

cribles correspondent à des résidus conservés des domaines SH2 et SH3 nécessaires à la 

reconnaissance de leur motif de liaison. Ces travaux ont de ce fait souligné l’importance des 

interactions de GRB2 dans la signalisation cellulaire, ainsi que la nécessité des trois domaines 

fonctionnels, non redondants, de GRB2 (Clark et al., 1992). La restauration du 
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développement vulvaire dans les animaux mutants sem-5 par les orthologues de la drosophile 

et humain (DRK et GRB2) ainsi que par des mutants de RAS suractivés ont permis de mettre 

en évidence d’une part la conservation fonctionnelle de GRB2 dans l’évolution, et d’autre 

part son rôle de régulation de la transduction du signal entre EGFR et RAS (Beitel et al., 

1990; Han and Sternberg, 1990; Stern et al., 1993). À l’inverse, le rôle de SEM-5 dans la 

migration des myoblastes sexuels semble indépendant de LET-23 et LET-60, mais dépendant 

de l’orthologue du RTK FGFR chez le nématode, codé par le gène d’egl-15 (Clark et al., 

1992). 

L’orthologue de GRB2 chez la drosophile, DRK (Downstream of Receptor Kinases), a été 

identifié au début des années 1990 dans un crible génétique visant à caractériser des produits 

de gènes impliqués dans la signalisation par le RTK Sevenless (SEV) dans la différenciation 

du photorécepteur R7 (Simon et al., 1991, 1993). La liaison de SEV à son ligand Bride Of 

Sevenless ou BOSS à la surface du huitième photorécepteur (R8) est requise pour l’induction 

de la différenciation de R7 (Basier and Hafen, 1988). Les études portant sur le rôle de DRK 

et l’orthologue de RAS, RAS1, toutes les deux requises en aval de SEV pour cette 

différenciation, ont montré que ces deux dernières sont également nécessaires à la 

différenciation des autres photorécepteurs chez la drosophile, suggérant que ces protéines 

sont impliquées dans la signalisation en aval de SEV mais également d’autres récepteurs 

exprimés par les photorécepteurs autres que R7 (Simon et al., 1993). D’autre part, ces travaux 

ont montré que RAS1 constitutivement active permet de restaurer la différenciation des 

photorécepteurs en absence de DRK, soulignant ainsi la possibilité que ces deux protéines 

agissent dans la même voie de signalisation, et que DRK permette l’activation de RAS1 en 

aval de SEV et d’autres RTK (Simon et al., 1993). Enfin ces travaux, ainsi que d’autres, ont 

montré pour la première fois que DRK interagissait in vitro avec SEV et SOS (Olivier et al., 

1993; Simon et al., 1993). Par la suite, de nombreuses études ont impliqué DRK dans 

différents processus développementaux chez la drosophile, tels que l’apprentissage et la 

mémoire olfactive ou encore la différenciation des spermatides (Bergeret et al., 2001; 

Moressis et al., 2009). 

Chez la souris, la délétion homozygote de Grb2 est létale au stade E3.5 (Cheng et al., 

1998), suite à l’absence de différenciation de l’endoderme primitif (Chazaud et al., 2006; 

Cheng et al., 1998). Ces travaux ont également démontré que le recrutement de SOS1 à la 
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membrane par GRB2 et l'activation subséquente de RAS sont requis pour cette 

différenciation. En effet, l'expression d'une version constitutivement active de RAS ou de la 

protéine SOS1 fusionnée au domaine SH2 de GRB2, permettant le recrutement membranaire 

de cette chimère, restaurent toutes deux la différenciation des blastocystes Grb2-/- in vitro 

(Cheng et al., 1998). Enfin, en injectant des cellules ES Grb2-/- dans des morula sauvages, 

les auteurs ont également pu mettre en évidence la nécessité de GRB2 et de son interaction 

avec SOS1 pour la différenciation de l'épiblaste (Cheng et al., 1998). Cette étude a ainsi été 

la première à mettre en évidence un rôle dans le développement mammifère des adaptateurs 

à domaine SH2/SH3 tels que GRB2 (Cheng et al., 1998). 

Il a par la suite été montré que GRB2 est requise pour la ségrégation dans la masse 

cellulaire interne des cellules précurseurs de l'épiblaste et de l'endoderme primitif au stade 

E3.5 (Chazaud et al., 2006). En effet, chez les embryons sauvages, l'expression en 

ségrégation de certains facteurs de transcription clés permet de déterminer le destin des 

cellules avant leur différenciation, tandis que les embryons Grb2-/- ne présentent aucune 

ségrégation cellulaire à E3.5, empêchant de ce fait la différenciation de l'endoderme primitif 

(Chazaud et al., 2006). 

Des travaux récents ont décrit plus en détail les mécanismes moléculaires impliquant 

GRB2 dans la différenciation endodermique (Findlay et al., 2013). En effet, il a été montré 

que l’expression ectopique de la chimère de SOS1 fusionnée au domaine SH2 de GRB2 

restaure le recrutement de SOS1 au récepteur FGFR2 activé par FGF4. Ceci permet de 

restaurer l’activation de ERK et la différenciation de l’endoderme primitif, soulignant ainsi 

le rôle de nucléateur de complexes signalétiques de GRB2 (Findlay et al., 2013). Dans ce 

contexte, l’adaptateur GRB2 amène un niveau de contrôle supplémentaire, et la coopération 

des domaines d’interaction protéine-protéine et protéine-lipide de GRB2 et SOS1 participe à 

la détection de coïncidence de différents signaux, et permet ainsi un contrôle spatio-temporel 

très strict de l’activation de la voie RAS/ERK menant à la différenciation des cellules souches 

lors de la formation de l'endoderme primitif (Findlay et al., 2013). 

L'expression d'un allèle hypomorphique de Grb2 (E89K) réduisant sa liaison via son 

domaine SH2 dans des modèles murins homozygotes, hétérozygotes ou Grb2E89K/- a permis 

de mettre en évidence différents rôles développementaux de GRB2 après la différenciation 

de l'endoderme primitif et de l'épiblaste (Saxton et al., 2001). Ces études suggèrent en effet 
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un rôle de GRB2 dans la formation du placenta, dans la maintenance de l'intégrité du système 

cardio-vasculaire ainsi que dans la migration des cellules de la crête neurale conduisant à des 

défauts de formation des arc branchiaux (Saxton et al., 2001). Il a été suggéré que ces 

différents phénotypes soient causés par l'inhibition de la transduction du signal dépendante 

des phosphorylations sur tyrosine, assurée par l’interaction de GRB2 à ses effecteurs SOS1 

et GAB1 (Saxton et al., 2001). Par ailleurs, une étude portant sur le rôle de GRB2 en aval de 

MET dans le développement murin a identifié un rôle de cette protéine adaptatrice dans le 

développement musculaire (Maina et al., 1996). 

Ces études ont ainsi permis de mettre en évidence le rôle de GRB2 dans la transduction 

du signal en aval de différents RTK, et de son implication fonctionnelle dans le 

développement précoce ainsi que dans des processus développementaux plus tardifs, 

soulignant ainsi l'importance du rôle d'adaptateur de GRB2 dans la communication 

intercellulaire chez les organismes multicellulaires. 

La protéine adaptatrice GRB2 est ainsi nécessaire à l’homéostasie cellulaire. Elle est 

notamment primordiale à la transduction du signal en aval du récepteur HER2 et à la 

transformation cellulaire induite par cet oncogène (Dankort et al., 1997; Slamon et al., 1987). 

 

1.2. HER2 est un RTK au fonctionnement atypique 

 

Les facteurs de croissance, décrits initialement comme des molécules sécrétées par 

certains tissus, stimulant des effets biologiques tels que la croissance et la prolifération 

cellulaire in vitro et in vivo ont suscité beaucoup d’intérêt au cours des années 50 et 60 

(Cohen, 1962; Levi-Montalcini, 1952). Les récepteurs des facteurs de croissance ont quant à 

eux été caractérisés dans les années 70, cependant l’activité kinase de ces derniers n’a pas été 

relevée avant la découverte de l’activité catalytique de phosphorylation de la kinase SRC 

quelques années plus tard (Carpenter et al., 1978; Collett and Erikson, 1978; De Meyts et al., 

1973; Schlessinger, 2014). L’importance de ces récepteurs et des voies de signalisation qu’ils 

contrôlent est soulignée par le nombre très important de pathologies dans lesquels des 

mutations de ces récepteurs ou autres dérégulations de leur activité ont été mis en cause, 

telles que le cancer, pour EGFR et HER2 par exemple ou le diabète pour IGFR (Lemmon 

and Schlessinger, 2010). Ces découvertes ont révolutionné nos connaissances biologiques de 
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ces pathologies, mais également leur prise en charge pharmacologique (Carpenter et al., 

1978; Cohen, 1962; De Meyts et al., 1973; Mustoe et al., 1987; Schlessinger, 2014). Par 

exemple, la découverte de l’implication de différents RTK dans l’oncogenèse induite par 

différents rétrovirus, ainsi que la description de la dépendance réduite aux facteurs de 

croissance de cellules cancéreuses ont conduit au développement d’inhibiteurs ciblés de ces 

récepteurs, constituant ainsi les premiers agents thérapeutiques ciblés anti-tumoraux 

(Gschwind et al., 2004; Kawamoto et al., 1983; Temin, 1966, 1967, Yamamoto et al., 1983a, 

1983b). 

Le récepteur HER2 (Human Epidermal Receptor 2), également appelé NEU ou ErbB2 

(Erythoblastoma protein B), est un RTK appartenant à la famille des récepteurs aux facteurs 

de croissance épidermiques HER. Caratérisé au début des années 80, l’implication de HER2 

dans le cancer du sein a très rapidement été établie. L’identification de ce RTK, de son mode 

d’activation et de son rôle oncogénique dans la glande mammaire ont permis de développer 

l’une des premières thérapies ciblées anti-cancéreuses, et constitue l’un des exemples 

brillants de la nécessité de la recherche fondamentale en cancérologie. 

 

1.2.1. Modes d’activation des RTK 

 

1.2.1.1. Régulation de l’activité kinases des RTK 

 

Il existe chez l’humain 58 RTK connus, regroupés en 20 sous-familles selon leur structure 

(Lemmon and Schlessinger, 2010). Tous les RTK présentent une architecture commune avec 

un domaine extracellulaire permettant la reconnaissance de leurs ligands respectifs, une 

hélice  transmembranaire, et une région intracellulaire comprenant une région régulatrice 

juxtamembranaire, un domaine tyrosine kinase et dans certains cas une queue C-terminale 

(Lemmon and Schlessinger, 2010). 

De manière générale, la liaison d’un RTK à son ligand induit la dimérisation ou 

l’oligomérisation des récepteurs. Le dimère (ou oligomère) ainsi formé permet l’activation 

du domaine tyrosine kinase intracellulaire par des mécanismes propres à chaque récepteur 

(Lemmon and Schlessinger, 2010). En effet, quatre types de mécanismes de régulation de 
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l’activité kinase des RTK ont été décrits à ce jour (figure 1.8) (Lemmon and Schlessinger, 

2010).  

Les domaines kinases des RTK sont constitués de deux lobes (N et C) et d’une boucle 

d’activation, et sont précédés d’une région juxtamenbranaire, et suivis d’une queue C-

terminale (Huse and Kuriyan, 2002; Lemmon and Schlessinger, 2010). Ces domaines sont 

maintenus inactifs par différentes combinaisons d’interactions établies en cis avec le domaine 

tyrosine kinase par la boucle d’activation, la région juxtamembranaire et/ou la queue C-

terminale (Lemmon and Schlessinger, 2010; Nolen et al., 2004). Un des mécanismes de 

régulation de l’activité catalytique du domaine tyrosine kinase des RTK fait intervenir des 

interactions entre la boucle d’activation et le site actif de la kinase, bloquant ainsi l’accès au 

substrat protéique ainsi qu’à l’ATP dans certains cas. 
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Figure 1.8 : L’activité du domaine kinase des RTK est régulée par la dimérisation. 

En absence de stimulation, l’activité catalytique des RTK est inhibée par des interactions 

intra-moléculaires inhibant le domaine catalytique. Ces interactions inhibitrices peuvent 

faire intervenir la boucle d’activation (en orange lorsque le domaine est inactif, et en jaune 

sur les domaines activés), la région juxtamembranaire (en vert), ou la queue C-terminale (en 

bleu). A- La dimérisation induite par la liaison des RTK à leurs ligands permet la 

phosphorylation en trans de résidus tyrosines clés sur la boucle d’activation, perturbant les 

interactions inhibitrices et stabilisant une conformation active du domaine catalytique. B- 

Les récepteurs de la famille HER sont activés par allostérie. Après la dimérisation des 

récepteurs, induite par leur liaison à leurs ligands, les domaines cytoplasmiques des 

récepteurs de la famille HER subissent des changements de conformation. Ces derniers 

permettent au lobe C du domaine kinase dit activateur d’établir un contact direct avec le lobe 

N du domaine de l’autre récepteur dans le dimère, déstabilisant ainsi les boucles d’auto-

inhibition limitant l’activité du domaine kinase récepteur. 

(Inspirée de Lemmon and Schlessinger, Cell, 2010) 

 

La phosphorylation de résidus tyrosines clés, par exemple par l’autre molécule de 

récepteur du dimère en trans, permet de déstabiliser ces interactions inhibitrices, et ainsi 

l’activation du domaine catalytique. Il a été démontré que les récepteurs IR (Huse and 

Kuriyan, 2002; Nolen et al., 2004) et FGFR (Mohammadi et al., 1996) sont régulés par ce 

mécanisme. Un deuxième mécanisme de régulation de l’activité kinase des RTK se base sur 

des interactions entre la région juxtamembranaire et le site actif du domaine kinase, 

stabilisant une conformation inactive de ce dernier. La phosphorylation de résidus tyrosines 

clés dans la région membranaire de ce type de récepteurs, tels que KIT (Mol et al., 2004), 

PDGFR (Dibb et al., 2004) ou les récepteurs EPH (Wybenga-Groot et al., 2001), déstabilise 

ces interactions inhibitrices et permet au domaine kinase d’adopter une conformation active. 

Des interactions inhibitrices entre la queue C-terminale de certains récepteurs, tels que TIE2, 

et leur site actif ont également été observées, et constituent le troisième type de mécanisme 

de régulation de l’activité kinase des RTK (Shewchuk et al., 2000). Enfin, certains RTK, tels 

que les membres de la famille HER voient leur activité catalytique régulée par allostérie. Par 

exemple, EGFR présente des interactions inhibitrices impliquant sa boucle d’activation. Lors 

de la dimérisation de ce récepteur, le domaine tyrosine kinase de l’une des molécules de 

récepteur, dit activateur, déstabilise les interactions inhibitrices du domaine tyrosine kinase 

de la seconde molécule de récepteur du dimère, dite réceptrice (Jura et al., 2009; Red Brewer 

et al., 2009; Zhang et al., 2006). La liaison du ligand et l’activation du domaine kinase des 

récepteurs HER conduit ainsi à la formation d’un dimère assymétrique (Jura et al., 2009; Red 

Brewer et al., 2009; Zhang et al., 2006). L’activation catalytique du récepteur activateur n’est 
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pas discutée dans ces travaux, laissant place à la possibilité que les deux récepteurs du dimère 

ne puissent être actifs simultanément. Cependant, une étude s’intéressant à l’hétérodimère 

EGFR/HER2 a par la suite proposé un modèle soutenant une activation simultanée des deux 

récepteurs (Macdonald-Obermann et al., 2012). Ce modèle stipule que la liaison d’EGFR à 

son ligand EGF induise la formation d’un hétérodimère où HER2 assume le rôle d’activateur, 

conduisant l’activation du domaine kinase d’EGFR (Macdonald-Obermann et al., 2012). Ce 

dernier serait alors responsable de la phosphorylation de HER2 et de son activation 

catalytique (Macdonald-Obermann et al., 2012). Ce point est crucial à la compréhension de 

la régulation de la signalisation induite par les récepteurs HER, notamment dans le contexte 

d’hétérodimères de récepteurs.  

Ces mécanismes de régulation de l’activité kinase des RTK permet ainsi à la dimérisation 

des récepteurs d’induire la relaxation des inhibitions en cis via des autophosphorylations 

spécifiques en trans, comme pour FGFR (Mohammadi et al., 1996) ou la famille des EPH 

(Wybenga-Groot et al., 2001), ou bien par allostérie comme pour les récepteurs de la famille 

HER (Zhang et al., 2006) ou RET (Knowles et al., 2006).  

L’activation du domaine kinase entraîne une première vague d’autophosphorylation en 

trans permettant de stabiliser la conformation active du domaine catalytique et d’augmenter 

son activité kinase (Lemmon and Schlessinger, 2010). Une seconde vague 

d’autophosphorylation s’ensuit (Lemmon and Schlessinger, 2010), créant de nouveaux sites 

de phosphorylation sur tyrosine (pY), permettant alors le recrutement de protéines 

cytoplasmiques contenant des domaines de reconnaissance des résidus pY tels que les 

domaines SH2 et PTB (Pawson, 2004). Ainsi, l’activation des RTK induit l’assemblage de 

complexes signalétiques assurant la transduction du signal en aval (Pawson, 2004; 

Schlessinger and Lemmon, 2003). Pour certains récepteurs tels que FGFR1, ces évènements 

sont suivis d’une troisième vague de trans-autophosphorylation permettant d’augmenter de 

nouveau l’activité catalytique du domaine kinase afin de favoriser la phosphorylation des 

effecteurs recrutés par la seconde vague (Furdui et al., 2006). 
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1.2.1.2. HER2 présente un mode d’activation unique 

 

La famille de récepteurs aux facteurs de croissance épidermiques, HER ou ErbB 

comprend 4 membres chez l’humain : EGFR ou HER1, HER2, HER3 et HER4, encore 

appelés ErbB1-4 (Fig. 1.9) (Citri and Yarden, 2006). Les quatre récepteurs de la famille HER 

présentent une structure globale identique, dont la région extracellulaire présente 4 domaines, 

I-IV (Bajaj et al., 1987). Les domaines II et IV, riches en cystéines, sont à l’origine de la 

dimérisation des récepteurs de la famille HER (Burgess et al., 2003; Garrett et al., 2002; 

Ogiso et al., 2002).  

 

 

Figure 1.9 : Les 4 membres de la famille de RTK HER présentent une architecture 

similaire et sont capables d’homo- et d’hétérodimérisation. 

A- Les RTK de la famille HER, EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 et HER4/ErbB4, 

sont constitués d’un domaine extracellulaire, d’une région transmembranaire unique et d’une 

région cytoplasmique. La partie extracellulaire présente 4 domaines (I-IV). À l’état 
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monomérique inactif, les domaines II et IV des récepteurs EGFR, HER3 et HER4 

interagissent entre eux, inhibant la dimérisation et l’activation des récepteurs. Le domaine 

transmembranaire est constitué d’une hélice  transmembranaire unique. La partie 

cytoplasmique contient une région juxtamembranaire, le domaine tyrosine kinase pour les 

récepteurs EGFR, HER2 et HER4, ainsi que la queue cytoplasmique. B- La liaison d’un 

ligand aux récepteurs EGFR, HER3 et HER4 induit un changement conformationnel. Les 

domaines I et III, en entrant en interaction avec le ligand, libèrent les interactions auto-

inhibitrices des domaines II et IV. Le bras de dimérisation dans le domaine II est alors 

disponible pour des interactions homotypiques inter-moléculaires dirigeant la dimérisation 

des récepteurs et l’activation subséquente du domaine kinase. Le récepteur HER2 ne présente 

pas d’interactions autoinhibitrices, et peut diriger la dimérisation en absence de ligand. 

 

En absence de ligand, la dimérisation est inhibée et le récepteur est maintenu dans une 

conformation « fermée » par des interactions entre le domaine de dimérisation II et le 

domaine IV (Fig. 1.9A). La liaison d’un ligand à des résidus des domaines I et III entraîne 

une réorganisation drastique de l’architecture spatiale des domaines, relâchant l’inhibition 

induite par les domaines II et IV, conduisant ainsi à l’exposition du domaine de dimérisation, 

tel que présenté sur la figure 1.9B (Burgess et al., 2003; Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 

2002). Selon ce modèle, les récepteurs de la famille HER représentent une exception, puisque 

le ligand ne participe pas du tout à l’interface de dimérisation (Burgess et al., 2003; Garrett 

et al., 2002; Ogiso et al., 2002). En effet, la dimérisation des récepteurs HER est contrôlée 

par allostérie, la liaison du ligand facilitant l’interaction des deux bras de dimérisation entre 

eux (Bouyain et al., 2005; Cho and Leahy, 2002; Ferguson et al., 2003). 

Le second membre de cette famille de RTK activés par allostérie, HER2, est caractérisé 

par un mode d’activation très particulier puisqu’aucun ligand biologique n’est connu pour ce 

récepteur à ce jour. Par ailleurs, sa structure ne présente pas une conformation fermée en 

absence de ligand comme les autres membres de la famille HER. À l’inverse, la forme 

monomérique non liée à un ligand de HER2 présente un bras de dimérisation qui s’étend à 

partir du domaine II, rappelant ainsi l’aspect des structures de EGFR, HER3 ou HER4 liés à 

leur ligand (Cho and Leahy, 2002; Garrett et al., 2003; Qiu et al., 2008; Zhang et al., 2006) 

(Fig. 1.9A). 

La conformation « ouverte » de HER2 en absence de ligand en fait ainsi un récepteur dit 

« prêt-à-s’apparier » (Citri and Yarden, 2006). En effet, les quatre membres de la famille sont 

capables d’homo- comme d’hétérodimérisation, et HER2 représente le partenaire de 

dimérisation préférentiel des trois autres membres de la famille (Tzahar et al., 1996). Chacun 
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des dimères formés par deux récepteurs de la famille HER présente ainsi des différences 

quant à son activité catalytique et à ses sites de recrutement de protéines effectrices. Par 

exemple, il a été démontré que des homodimères de EGFR et de HER2 ainsi que 

l’hétérodimère EGFR/HER2 induisent le recrutement de SHC1 et GRB2, ainsi que 

l’activation de ERK et AKT (Muthuswamy et al., 1999). Cependant, seuls les homodimères 

de EGFR sont capables de recruter CBL et sont de ce fait internalisés, probablement en raison 

des différentes spécificités des kinases des deux récepteurs (Muthuswamy et al., 1999). 

La capacité de HER2 à s’activer par homodimérisation reste cependant contestée. En effet, 

bien que l’homodimérisation de ce récepteur puisse être observée lors de la surexpression de 

son orthologue constitutivement actif chez la souris, ou lors de traitement par des anticorps 

bivalents ciblant la partie extracellulaire du récepteur, de nombreux travaux suggèrent que 

l’hétérodimérisation est majoritaire en conditions physiologiques (Harari and Yarden, 2000; 

Pinkas-Kramarski et al., 1996; Weiner et al., 1989). Il a par exemple été démontré que la 

surexpression de HER2 dans des cellules dépourvues d’autres membres de la famille HER 

ne conduit pas à l’activation de ce dernier, qui nécessite l’expression concomitante d’EGFR 

ou HER3 (Klapper et al., 1999).  

L’existence de quatre membres de récepteurs de la famille HER, permettant ainsi en 

théorie la formation 10 complexes différents (4 homodimères et 6 hétérodimères), est apparue 

plutôt tardivement dans l’évolution. En effet, le nématode et la drosophile possèdent une 

seule version d’un récepteur EGFR-like. Cette complexité est de ce fait considérée comme 

une évolution permettant une signalisation plus complexe et robuste, requise par l’évolution 

de la complexité des organismes (Harari and Yarden, 2000; Perrimon and Perkins, 1997). Il 

est suggéré qu’HER2 représente une évolution supplémentaire de la signalisation par les 

récepteurs HER, augmentant la robustesse de ce système en offrant une amplification positive 

du signal (Citri and Yarden, 2006). 
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1.2.2. Fonctions physiologiques de HER2 

 

L’expression du premier membre de la famille HER, EGFR, a longtemps été considéré 

comme ubiquitaire, puisque son messager peut être détecté dans tous les tissus à des niveaux 

similaires (Groenestege et al., 2007). Cependant, les données récentes d’expression protéique 

de ce récepteur suggèrent que ce dernier présente une expression tissulaire plus restreinte 

(Human Protein Atlas, Uhlén et al., 2015)). Les autres membres de la famille, HER2, 3 et 4, 

montrent quant à eux une expression tissulaire restreinte au niveau protéique et de leurs 

messagers (Plowman et al., 1993; Prigent et al., 1992; Wang et al., 2004a). La protéine HER2 

est détectée dans le le tissu cardiaque, ainsi que dans le tissu épithélial mammaire, à des 

niveaux restreints à l’âge adulte (Jackson-Fisher et al., 2004). 

Le récepteur EGFR, connu pour lier l’EGF, le TGF, et l’amphiréguline (AREG), est 

essentiel au développement du tissu épithélial (Citri and Yarden, 2006; Sibilia et al., 1998). 

Le quatrième membre, HER4, est plus connu pour lier les neurégulines (NRG1, 2, 3 et 4) et 

est impliqué dans le développement cardiaque, du système nerveux central ainsi que de la 

glande mammaire (Citri and Yarden, 2006; Tidcombe et al., 2003). Les deux autres membres 

de cette famille sont plus atypiques. En effet, HER3 peut se lier à la NRG1 et 2 comme HER4, 

cependant son domaine kinase n’est pas actif. L’activation de HER3 requiert ainsi sa liaison 

à un ligand mais également son hétérodimérisation avec d’autres membres HER (Citri and 

Yarden, 2006; Guy et al., 1994). HER3 est impliqué dans le développement cardiaque et du 

système nerveux, notamment en favorisant la survie et la différenciation des précurseurs des 

cellules de Schwann chez l’embryon (Erickson et al., 1997; Riethmacher et al., 1997). Le 

second membre, HER2, joue un rôle dans le développement cardiaque, du système nerveux 

périphérique et de la glande mammaire, bien moins caractérisé que son implication dans le 

processus oncogénique (Andrechek et al., 2004; Jackson-Fisher et al., 2004; Lee et al., 1995; 

Morris et al., 1999). 

De par sa structure et sa capacité à dimériser avec n’importe quel récepteur HER lié à son 

ligand pour former un dimère actif, HER2 constitue un régulateur positif majeur de la 

signalisation par les récepteurs HER (Pinkas-Kramarski et al., 1996). Ainsi, il est suggéré 

qu’il participe à certaines fonctions physiologiques régulées par les autres membres de la 

famille (Harari and Yarden, 2000). Par exemple, HER4 est impliqué dans la différenciation 
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du muscle cardiaque durant le développement embryonnaire et dans la régulation de la 

prolifération des cardiomyocytes par la suite, ainsi que dans le développement du système 

nerveux et de la glande mammaire (Tidcombe et al., 2003). Une autre étude a montré que 

HER2 est lui aussi essentiel à la formation cardiaque embryonnaire, sa délétion entraînant 

une mort embryonnaire avant E11, ainsi qu’au maintien de l’homéostasie cardiaque chez 

l’adulte (Negro et al., 2004). Par ailleurs, cette étude et d’autres travaux ont également mis 

en évidence des défauts de développement du système nerveux chez des souris ErbB2 -/- dans 

tous les tissus excepté le cœur (Negro et al., 2004; Woldeyesus et al., 1999). Ces fonctions 

communes de HER2 et HER4 dans le développement de certains systèmes argumentent ainsi 

pour un rôle de co-récepteur pour HER2 dans le développement et la signalisation pro-

tumorale (Harari and Yarden, 2000). Le rôle de HER2 dans le développement de la glande 

mammaire à la puberté a de ce fait longtemps été supposé dépendant de ceux d’EGFR ou de 

HER4 (Sebastian et al., 1998). Cependant, des études de transplantation d’épithélia 

mammaires dans le tissu stromal d’animaux sauvages ou délétées de l’un de ces récepteurs 

ont démontré que HER2 est requis dans l’épithélium mammaire lors du développement 

pubertaire, tandis qu’EGFR est requis dans le stroma (Andrechek et al., 2004; Jackson-Fisher 

et al., 2004; Sebastian et al., 1998). De plus, la délétion de HER2 affecte l’élongation 

tubulaire et l’établissement de branchements latéraux de l’arbre épithélial lors de la 

croissance pubertaire de la glande mammaire (Andrechek et al., 2004; Jackson-Fisher et al., 

2004). À l’inverse, l’altération de la fonction de HER4 conduit à des défauts de 

différenciation alvéolaire et de lactation lors de la période reproductive (Tidcombe et al., 

2003). De plus, l’expression du récepteur HER3 n’est pas détectée dans la glande mammaire 

au stade pubertaire, confirmant les doutes initiaux de la communauté scientifique à l’égard 

de cette hypothèse (Schroeder and Lee, 1998).  

Ces résultats suggèrent ainsi que HER2 possède des fonctions propres dans le 

développement de la glande mammaire. À l’inverse, il a été décrit qu’un des agents 

thérapeutiques ciblant HER2 dans le cancer du sein inhibe plus précisément la dimérisation 

de HER2 avec HER3 (Lee-Hoeflich et al., 2008). Cet agent, le Pertuzumab, montre une 

efficacité biologique et clinique comparable à l’inhibiteur ciblé de HER2, le Trastuzumab, 

suggérant que le dimère HER2/HER3 est impliqué dans l’homéostasie de la glande 

mammaire (Baselga et al., 2010; Stern, 2008). 
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Ainsi, HER2 présenterait d’une part un rôle de tampon permettant de soutenir certaines 

fonctions cellulaires dépendantes de la signalisation par les récepteurs HER et renforçant 

ainsi la robustesse du système HER (Citri and Yarden, 2006), et d’autre part des fonctions 

signalétiques propres, notamment dans le développement de la glande mammaire. 

Cependant, les mécanismes moléculaires soutenant les rôles physiologiques de HER2 

demeurent peu documentés, et pourraient permettre de mieux comprendre les fonctions 

signalétiques de HER2 dans l’homéostasie de la glande mammaire, et dans le processus 

oncogénique. 

 

1.3. Le cancer du sein HER2+ 

 

Le récepteur HER2 est surexprimé dans 15-20% des cancers du sein, et sa surexpression 

a très rapidement été associée à un mauvais prognostic (Jackisch et al., 2017; Slamon et al., 

1987). L’oncogenèse induite par HER2 correspond à un processus pathologique bien distinct 

des autres types de cancer du sein. 

 

1.3.1. Découverte de l’oncogène HER2 

 

Le récepteur HER2 a été impliqué pour la première fois dans la progression tumorale au 

début des années 80. L’équipe du Dr Weinberg avait mis en évidence la présence d’une 

glycoprotéine de 185 kDa dans des cellules de neuroblastomes induits chimiquement chez le 

rat, ainsi que dans des cellules NIH-3T3 transformées par transfection d’ADN issu de ces 

mêmes neuroblastomes (Schechter et al., 1984; Shih et al., 1981). Cette glycoprotéine, 

dénommée NEU en référence aux neurobastomes qu’elle induit, présentait de fortes 

similarités d’une part avec le RTK EGFR, et d’autre part avec une protéine tumorigène 

induisant des sarcomes issue du virus de l’érythroblastose aviaire, ErbB (Schechter et al., 

1984, 1985, Yamamoto et al., 1983a, 1983b). Il a par la suite été démontré que la protéine 

NEU identifiée dans ces études correspond en réalité à une forme du récepteur HER2 

présentant une mutation ponctuelle changement de sens (V664E) dans son domaine 

transmembranaire, lui conférant une activité catalytique constitutive (Bargmann and 

Weinberg, 1988). Une étude indépendante a en parallèle identifié un gène similaire à EGFR, 
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nommé c-ErbB2, présent dans des extraits de carcinomes mammaires humains et dans des 

adénocarcinomes salivaires, soulignant ainsi son implication potentielle dans la tumorigenèse 

(King et al., 1985; Semba et al., 1985). L’identification de l’activité tyrosine kinase de HER2 

a par la suite appuyé son appartenance à la famille de récepteurs HER, ou ErbB, dont EGFR 

est le premier membre (Akiyama et al., 1986). Le récepteur HER2 a été fonctionnellement 

impliqué dans l’oncogenèse mammaire humaine en 1987, dans une étude corrélant 

l’amplification de ce gène et la survie des patients, soulignant ainsi pour la première fois le 

pouvoir pronostic de cette amplification (Slamon et al., 1987). Il a par la suite été convenu 

de conserver les appellations suivantes : la notation ErbB concerne les gènes de la famille de 

récepteur de toutes les espèces, HER est utilisé pour les gènes humains, et NEU correspond 

au gène ErbB2 chez les rongeurs uniquement. La différenciation entre NEU sauvage et NEU 

V664E, parfois dénoté NEU ou NEU-NT, n’ayant pas bénéficié d’un consensus aussi strict, 

il est important de mentionner que l’appellation NEU ne sera employée ici que pour désigner 

la forme sauvage. De plus, afin de clarifier et d’alléger le texte, HER2 sera par la suite utilisé 

pour désigner la forme sauvage du récepteur indépendamment de l’espèce, en lieu de 

l’appellation HER2/ErB2. 

 

1.3.2. Pertinence clinique de la classification des cancers du sein 

 

Les nombreuses études s’intéressant à la prise en charge des patientes atteintes de cancer 

du sein dénotent la grande diversité de ces pathologies (Malhotra et al., 2010; Neve et al., 

2006; Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001). Il a ainsi été proposé que le cancer du sein ne 

soit pas considéré comme une seule maladie, mais plutôt comme un groupe de pathologies 

distinctes de par leur génétique, épigénétique, histopathologie et leur issue clinique (Vargo-

Gogola and Rosen, 2007). La classification des différents cancers du sein est ainsi un outil 

essentiel pour la prise en charge des patientes. Ces différences affectent l’agressivité des 

tumeurs mammaires ainsi que leur réponse aux traitements, et doivent donc être prises en 

compte lors du diagnostic et de la sélection de la séquence thérapeutique (Goldhirsch et al., 

2006). Par exemple, les traitements hormonaux tels que le tamoxifène ne sont bénéfiques 

qu’à certaines patientes atteintes de cancer du sein hormonaux-dépendants (Goldhirsch et al., 

2006).  
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Historiquement, les cancers du sein étaient classifiés selon des paramètres cliniques et 

morphologiques, notamment le stade et le grade tumoral, le type histologique, le statut 

prolifératif et l’invasion des nœuds lymphatiques (Rakha and Green, 2017). La classification 

histologique des cancers du sein épithéliaux distingue ces derniers selon deux critères 

majeurs : l’origine anatomique des cellules cancéreuses et l’invasion des tissus environnants. 

Les cancers du sein seront donc qualifiés de carcinomes lobulaires (ou lobulocarcinomes) ou 

canalaires (ou ductocarcinomes) en fonction de leur origine histologique. Les tumeurs ne 

présentant pas de dégradation de la membrane basale environnante correspondent à des 

carcinomes in situ, tandis que celles montrant une dégradation de la membrane basale et une 

invasion des tissus environnants sont qualifiées d’infiltrantes. Ces critères permettent ainsi 

de différencier 4 grands types de cancer du sein : les ductocarcinomes in situ (DCIS), les 

lobulocarcinomes in situ (LCIS), les ductocarcinomes invasifs (IDC) et les lobulocarcinomes 

invasifs (ILC) (Malhotra et al., 2010). Les analyses histologiques permettent également de 

distinguer d’autres types de cancers du sein plus rares, comme les cancers du sein 

inflammatoires, la maladie de Paget, et les angiosarcomes mammaires (Société canadienne 

du cancer, Goldhirsch et al., 2011). Enfin, les analyses histologiques prennent également en 

compte la taille de la tumeur et la présence ou non de cellules cancéreuses dans les nœuds 

lymphatiques, paramètres importants à l’établissement du pronostic et à la sélection des 

thérapies (Goldhirsch et al., 2006). Il est généralement admis que cette classification, bien 

qu’offrant des variables pronostiques reflétant la biologie des tumeurs mammaires, ne corrèle 

pas avec la complexité des cancers du sein, et ne constitue pas un outil pronostique robuste 

(Rakha and Green, 2017). 

D’un point de vue moléculaire, les tumeurs mammaires ont tout d’abord été divisées en 

trois grands groupes selon leur expression de trois récepteurs : les tumeurs hormono-

dépendantes qui surexpriment le récepteur aux estrogènes et/ou à la progestérone (HR+ ou 

ER+/PR+), les tumeurs surexprimant HER2 (HER2+), et les tumeurs triple négatives qui ne 

surexpriment aucun de ces trois récepteurs (TN) (Goldhirsch et al., 2005). Cette classification 

permet d’apporter un diagnostic et un pronostic vital, et ainsi de sélectionner les outils 

thérapeutiques disponibles en s’adaptant au risque de décès (Prat et al., 2015). En effet, les 

tumeurs HR+ sont statistiquement moins agressives que les tumeurs HER2+, les TN 

représentant les tumeurs les plus agressives et les plus difficiles à traiter en clinique. De plus, 
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les thérapies hormonales telles que le tamoxifène ne sont efficaces que pour des tumeurs 

HR+, les inhibiteurs de HER2 tels que le Trastuzumab présentent un bénéfice thérapeutique 

uniquement pour les tumeurs HER2+. Enfin, les tumeurs mammaires TN sont plus sensibles 

aux agents de pontage de l’ADN tels que le cisplatine (Goldhirsch et al., 2007).  

Cependant, ces signatures moléculaires ne sont pas exclusives. Par exemple, des tumeurs 

HR+ peuvent également surexprimer HER2. De plus, les tumeurs mammaires de chaque 

classe demeurent très variées, ce qui se traduit notamment par une prédiction erronée de la 

réponse aux traitements. Des analyses à haut débit du transcriptome d’un grand nombre de 

tumeurs mammaires, par la suite classifiées par des analyses se basant sur les dérégulations 

de certaines voies de signalisation cellulaire telles que PI3K/AKT, ont permis de décrire des 

signatures moléculaires intrinsèques à l’origine d’une nouvelle classification avec une 

meilleure corrélation avec les caractéristiques cliniques des patientes (Perou et al., 2000; 

Sorlie et al., 2003; Sørlie et al., 2001). Ces signatures ont amené les experts à proposer une 

classification des cancers du sein en 5 groupes : (1) luminal A, (2) luminal B, (3) enrichi en 

HER2, (4) basal, et (5) similaire au tissu mammaire normal. Ces catégories permettent de 

mieux prédire le pronostic vital des patients, mais également la réponse à certains traitements 

(Sørlie et al., 2001). Par exemple, les tumeurs mammaires luminales A présentent un meilleur 

pronostic vital que les tumeurs luminales B, et il a été mis en évidence que ces 2 classes de 

tumeurs bénéficient de façon statistiquement distincte de différents traitements tels que des 

agents cytotoxiques (Prat et al., 2015). Par la suite, des études similaires ont décrit une 

sixième classe de tumeurs mammaires, caractérisées par leur très faible expression de 

certaines protéines d’adhésion, dénotées pauvres en claudines (Herschkowitz et al., 2007; 

Sabatier et al., 2014). Malgré une meilleure corrélation de ces classifications avec les 

observations cliniques, ces classes renferment toujours une grande variabilité. De plus, il a 

été montré que l’attribution fiable d’une tumeur à l’une de ces classes nécessite 

minimalement l’évaluation du niveau d’expression de 50 gènes, réduisant ainsi l’applicabilité 

routinière de ces analyses en clinique (Prat et al., 2015). Cependant, ces classifications ont 

permis d’améliorer notre compréhension des différents cancers du sein, et ont participé à 

l’amélioration de la prise en charge des patientes, notamment pour les 4 classes principales, 

luminal A, luminal B, enrichi en HER2 et basal, (Polyak and Metzger Filho, 2012), 

représentées dans le tableau 1.1. Ainsi, le consensus de St Gallen 2017 propose de considérer 
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ces 4 classes de cancers mammaires lors du diagnostic, car leur discrimination permet 

d’améliorer la prise en charge des patientes (Curigliano et al., 2017). 

 

Tableau 1.1 : Les 4 classes principales de cancer du sein et l’expression de certains 

récepteurs au sein de ces classes 

 

 

 

Ces études, ainsi que les nombreux travaux s’attachant à la classification fonctionnelle des 

cancers du sein soulignent la nécessité de développer de meilleurs outils diagnostiques pour 

une meilleure prise en charge des patientes. Ainsi, les cancers du sein représentent des 

maladies pour lesquelles l’apport de la médecine personnalisée est le plus attendu, 

notamment pour le cancer du sein HER2+ (Gatza et al., 2010; Prat et al., 2015; Sotiriou and 

Piccart, 2007). 

Le récepteur HER2 est surexprimé dans 15-20% des cas de cancer du sein, ainsi que dans 

certains cancers ovariens, utérins, gastriques et pulmonaires (Jackisch et al., 2017; Scholl et 

al., 2001). Des mutations activatrices de HER2 ont été mises en évidence dans le cancer du 

poumon, ainsi que dans quelques cas de cancer du sein (Lee et al., 2006; Stephens et al., 

2004). La surexpression de HER2 est utilisée depuis les années 90 comme biomarqueur pour 

le diagnostic du cancer du sein HER2+ (Jackisch et al., 2017; Slamon et al., 1987). Ce 

diagnostic est déterminé en clinique par hybridation in situ de sondes fluorescentes dirigées 

contre le gène ERBB2 (FISH) ou par immunomarquage du récepteur sur des biopsies (IHC) 

(Nitta et al., 2016; Shaaban et al., 2014). Le pronostic vital des patientes atteintes de cancer 

du sein HER2+ est inférieur à celui de patientes présentant un cancer du sein HR+, mais 

supérieur à celui de patientes atteintes de cancer triple négatifs (Goldhirsch et al., 2006). 

La mise sur le marché dans les dernières années d’inhibiteurs ciblant HER2 tels que le 

Trastuzumab ont permis et d’augmenter de façon significative l’espérance de vie des 

patientes atteintes de cancer du sein HER2+ (Azambuja et al., 2014; Baselga et al., 2010; 

Esteva et al., 2002). Cependant, la résistance primaire ou acquise à ces thérapies est très 

ER PR HER2

Luminal A +/- +/- -

Luminal B +/- +/- -

HER2+ - - +

Basal - - -
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fréquente et il est estimé qu’après un an de traitement moins d’un tiers des patientes 

répondent encore à ces inhibiteurs en clinique (Baselga et al., 2010; Chung et al., 2013). Par 

conséquent, l’espérance de vie globale et en absence de progression de la maladie demeurent 

réduites chez les patientes atteintes de cancer du sein HER2+. De plus, la combinaison du 

Trastuzumab avec différents agents chimiothérapeutiques module grandement son efficacité 

thérapeutique, de même que la séquence thérapeutique et le nombre de cycles de thérapies 

effectués, compliquant l’évaluation du bénéfice thérapeutique et la mise en évidence de 

marqueurs prédictifs, permettant la prédiction de la réponse à un traitement. En effet, une 

étude récente a évalué le taux de réponse complète et partielle au Trastuzumab à 5% et 37% 

respectivement en première ligne de traitement, tandis que ces taux diminuent drastiquement 

en seconde ligne de traitement (1% et 10% de réponse complète et partielle respectivement), 

et qu’aucune réponse n’est observée à partir de la quatrième ligne de traitement (Li et al., 

2016).  

Il est donc nécessaire d’améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires 

régissant la signalisation pro-tumorale dépendante de HER2 afin de proposer de nouveaux 

outils thérapeutiques et prédictifs. 

 

1.3.3. Modèles d’étude du cancer du sein 

 

L’hétérogénéité clinique des cancers du sein et des mécanismes régulant l’oncogenèse 

dans cette glande a forcé le développement de nombreux modèles d’étude, afin de récapituler 

au mieux les particularités de chacun des types de cancers mammaires ou bien leur 

hétérogénéité (Ursini-Siegel et al., 2007; Vargo-Gogola and Rosen, 2007). 
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1.3.3.1. Lignées cellulaires 

 

Une proportion importante des découvertes concernant l’oncogenèse et la signalisation 

pro-tumorale provient d’études phénotypiques de différentes lignées cellulaires issues de 

glandes mammaires normales ou de tumeurs mammaires. Une étude a de plus démontré que 

la collection de lignées cellulaires de cancer du sein disponibles dans les années 2000, 

incluant la lignée HCC1954 dans laquelle nous avons effectué nos études, constituent des 

modèles d’études pertinents du cancer du sein, puisque leurs profils d’expression génique et 

protéique corrèlent avec ceux de tumeurs mammaires humaines (Neve et al., 2006). Cette 

étude a de plus démontré que ces lignées représentent des modèles adéquats pour la recherche 

de déterminants moléculaires, avec pour preuve de concept l’identification de marqueurs 

pronostics de résistance à la thérapie ciblée de HER2, le Trastuzumab (Neve et al., 2006). 

Cependant, cette étude a également mis en évidence des différences significatives entre 

lignées cellulaires et tumeurs humaines, par exemple dans le regroupement de certaines 

aberrations génétiques au sein des sous-groupes de cancers du sein, soulignant ainsi la 

nécessité de précaution quant aux résultats obtenus dans ces modèles d’études (Neve et al., 

2006). La lignée de cancer du sein humain HCC1954 utilisée extensivement dans nos travaux 

est issue d’une tumeur primaire mammaire de 3cm3 extraite d’une patiente de 61 ans atteinte 

d’un carcinome canalaire HER2+ sans invasion des nœuds lymphatiques, traitée par 

radiothérapie (Gazdar et al., 1998). Cette lignée est de plus intrinsèquement résistante aux 

inhibiteurs ciblés de HER2 en raison d’une mutation activatrice de la sous-unité catalytique 

A de la PI3K (PIK3CA) (Hanker et al., 2013; Weigelt et al., 2011). La lignée HCC1954 

constitue ainsi un modèle d’étude du cancer du sein HER2+ aux propriétés prolifératives et 

métastatiques modérées.  

De nombreuses études ont cependant mis en évidence les variations inter-laboratoire de 

différentes lignées cellulaires, notamment celles de cancer du sein. Ces divergences 

pourraient être à l’origine de biais lors de la comparaison de résultats de différents travaux 

(Burdall et al., 2003). 
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1.3.3.2. Modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in vitro 

 

La transition épithélio-mésenchymateuse constitue un des évènements clés du processus 

métastatique, et différents modèles ont été mis au point pour étudier cet evènement clé. Le 

TGF présente un rôle complexe dans la physiopathologie de la glande mammaire, 

notamment dans son oncogenèse (Bierie and Moses, 2006; Pickup et al., 2013). En effet, le 

TGF est impliqué d’une part dans l’inhibition de la prolifération cellulaire et des 

branchements latéraux des canaux épithéliaux lors du développement de la glande mammaire 

(Silberstein and Daniel, 1987), mais il est d’autre part impliqué dans l’agressivité des tumeurs 

mammaires, notamment dans leur potentiel métastatique (Dumont and Arteaga, 2000). In 

vitro, ces actions opposées du TGF se traduisent par des effets anti-prolifératifs et pro-

apoptotiques lors de traitements à faibles doses et sur des temps courts de cellules épithéliales 

de glande mammaire normale telles que les NMuMG (Gal et al., 2008). Un traitement à plus 

fortes doses ou sur une durée plus longue des mêmes cellules induit une augmentation de la 

prolifération, une diminution de l’apoptose, et l’acquisition de caractéristiques 

morphologiques typiques de cellules mésenchymateuses (Gal et al., 2008). Il a notamment 

été démontré que la suractivation du récepteur HER2 et l’activation conjointe du récepteur 

au TGF (TR-II) coopèrent in vitro pour augmenter les capacités migratoires et invasives 

de cellules mammaires (Northey et al., 2013; Seton-Rogers et al., 2004). Par la suite, il a été 

démontré dans plusieurs lignées cellulaires, dont les HCC1954, que le traitement par le TGF 

de cellules surexprimant HER2 induit in vitro un changement phénotypique ressemblant à la 

transition épithélio-mésenchymateuse, caractérisée par un changement important de la 

morphologie cellulaire, l’augmentation des capacités migratoires et invasives, la diminution 

d’expression de marqueurs épithéliaux et l’augmentation de certains marqueurs 

mésenchymateux (Gal et al., 2008; Galliher and Schiemann, 2007; Ngan et al., 2013).  

La coopération entre HER2 et le TGF observée in vitro est biologiquement pertinente, 

puisqu’il a été démontré dans des modèles murins que cette coopération inhibe la croissance 

de tumeurs primaires tout en augmentant la formation de métastases pulmonaires (Siegel et 

al., 2003). Ce modèle constitue ainsi un essai pertinent pour caractériser les déterminants 

moléculaires de la transition épithélio-mésenchymateuse dans des conditions contrôlées. 

 



 

51 

1.3.3.3. Culture 3D et formation d’acini 

 

Le microenvironnement est source de nombreux signaux régulateurs de l’homéostasie et 

de la différenciation cellulaires (Bissell et al., 2002). Le rôle du microenvironnement est 

particulièrement important dans la glande mammaire, où l’adhésion cellulaire à la matrice et 

la composition de cette dernière jouent des rôles prépondérants dans la survie, la prolifération 

et la différenciation (Barcus et al., 2013; Bissell et al., 2002; Galbaugh et al., 2010). Ces 

processus ne sont pas maintenus dans les lignées épithéliales mammaires normales et 

cancéreuses cultivées in vitro, mais peuvent être restaurés par la culture cellulaire en 3D dans 

des matrices riches en laminines (Bissell et al., 2005). Dans ces conditions, des cellules 

normales non transformées forment des structures ressemblant aux acini mammaires, 

caractérisées par la polarisation cellulaire et l’arrêt de la prolifération (Petersen et al., 1992). 

À l’inverse, des cellules cancéreuses cultivées dans ces conditions forment des colonies 

désorganisées, non polarisées et hautement prolifératives (Petersen et al., 1992). Ce modèle 

de culture cellulaire permet ainsi de maintenir l’intégration des différents systèmes de 

signalisation tout en retenant la possibilité d’application dans un laboratoire de biologie 

cellulaire (Wang et al., 2002). 
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1.3.3.4. Modèles murins 

 

Les deux modèles les plus répandus dans le contexte du cancer du sein HER2+ sont les 

modèles transgéniques d’une part, et les injections de cellules tumorales chez la souris 

immuno-déficiente. 

 

1.3.3.4.1. Modèles transgéniques 

 

La modification génique consistant à introduire une version exogène du récepteur HER2 

dans la glande mammaire de souris sauvages est un modèle qui a pu apporter de nombreuses 

connaissances quant aux mécanismes régulant la progression tumorale induite par HER2. 

Le premier modèle murin de la sorte, MMTV-NEU-NT, dans lequel l’expression tissu-

spécifique d’une forme constitutivement active de l’orthologue de HER2 chez le rat est 

dirigée par le virus MMTV, a par exemple permis de démontrer que la suractivation de ce 

récepteur est suffisante à l’initiation de tumeurs mammaires (Muller et al., 1988). Par ailleurs, 

le modèle murin de cancer mammaire, induit par l’expression de l’antigène T moyen du virus 

du polyome dans ce système (PyMT-MMTV), conduit à l’établissement de tumeurs 

mammaires hautement métastatiques. Ces tumeurs sont caractérisées par une surexpression 

marquée du récepteur ErbB2, bien qu’il n’ait pas été démontré clairement que cette 

surexpression participe à l’initiation tumorale dans ce modèle (Lin et al., 2003). Par la suite, 

il a été démontré que l’expression sous le même promoteur MMTV de HER2 ou de NEU 

sauvages ne conduit à la formation de tumeurs mammaires qu’après une longue période de 

latence (Guy et al., 1992). De plus, les tumeurs ainsi développées présentent des mutations 

activatrices de HER2, suggérant ainsi que chez la souris, la surexpression de HER2 n’est pas 

suffisante à son activation et à l’initiation de la tumorigenèse, à l’inverse des observations 

cliniques de tumeurs mammaires HER2+ humaines (Finkle et al., 2004; Guy et al., 1992; 

Piechocki et al., 2003; Siegel et al., 1994). De façon intéressante, le promoteur MMTV le 

plus couramment utilisé dans les modèles murins transgéniques est sous influence hormonale 

de la progestérone et de la testostérone, à l’inverse du promoteur endogène de HER2 (Otten 

et al., 1988). Un modèle permettant l’expression de la forme constitutivement active de 

HER2, NEU-NT, sous le contrôle du promoteur endogène a toutefois été décrit (Andrechek 
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et al., 2000). Dans ce modèle, la formation de tumeurs mammaires survient après une période 

de latence plus importante que pour les modèles MMTV. De plus, toutes les tumeurs ainsi 

formées présentent une augmentation du nombre de copies du gène HER2, suggérant que 

l’expression d’une forme constitutivement active de HER2 sous le contrôle de son promoteur 

endogène n’est pas suffisante à l’initiation tumorale (Andrechek et al., 2000). Plus 

récemment un modèle inductible a également été décrit, dans lequel l’expression de NEU-

NT est sous le contrôle de MMTV et de l’élément régulateur de la tétracycline, permettant 

l’expression restreinte au tissu mammaire du récepteur, uniquement en présence de 

doxycycline (Moody et al., 2002). Ce modèle a d’ailleurs démontré que l’activation de HER2 

est requise non seulement à l’initiation tumorale mais également à sa maintenance, ainsi 

qu’au processus métastatique (Moody et al., 2002). 

Ces modèles d’expression permettent ainsi d’étudier la signalisation dépendante de HER2 

et son implication dans la tumorigenèse mammaire. Toutefois, des différences significatives 

entre l’oncogenèse mammaire HER2+ murine et humaine limitent la pertinence de ces outils 

en tant que modèles de l’oncogenèse mammaire HER2+ humaine (Ursini-Siegel et al., 2007). 

 

1.3.3.4.2. Xénogreffes 

 

Les xénogreffes de cellules tumorales humaines ou murines chez des souris immuno-

déficientes représentent des modèles très prisés pour l’étude de mécanismes moléculaires 

participant à la progression tumorale. Cette méthodologie permet effectivement de coupler 

l’étude de cellules cancéreuses in vitro avec des analyses dans un environnement in vivo 

(Vargo-Gogola and Rosen, 2007). On retrouve parmi ces méthodes de xénogreffe l’injection 

sous-cutanée de cellules tumorales et la transplantation orthotopique de cellules tumorales 

dans le tissu adipeux de la glande mammaire (Vargo-Gogola and Rosen, 2007). L’injection 

de cellules tumorales dans la veine caudale est un autre modèle d’injection de cellules 

tumorales mammaires qui est souvent considéré comme distinct des xénogreffes, bien que 

répondant à la définition de ces dernières. En effet, cette méthode est utilisée depuis près de 

30 ans afin de suivre le processus métastatique, notamment le tropisme cellulaire, tandis que 

les deux premières permettent de plus l’étude de la formation de tumeurs primaires et des 

interactions stroma-tumeur (Gilbert and Gordon, 1983; Vargo-Gogola and Rosen, 2007). 
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L’amélioration des techniques de transplantation et des stratégies d’humanisation de lignées 

de souris ont également permis dans les dernières années de développer les modèles de 

transplantation de biopsies tumorales de patients chez la souris, et ont rendu ce modèle très 

utile pour la caractérisation de l’hétérogénéité tumorale et de la réponse aux traitements 

(Byrne et al., 2017). L’injection orthotopique représente le modèle se rapprochant le plus de 

l’oncogenèse mammaire humaine puisque les interactions microenvironnement-tumeur 

impliquent les composants spécifiques de la glande mammaire, tels que les adipocytes. 

Cependant, les différences entre les glandes mammaires murine et humaine, comme la 

composition fibreuse et adipocytaire, ou encore les variations dans la dépendance aux 

hormones limitent la portée de ce modèle (Hovey et al., 1999). De plus, la nécessité d’utiliser 

des souris au système immunitaire compromis pour ces études accroît les risques de biais. En 

effet, de nombreuses études soulignent le rôle du système immunitaire dans la surveillance 

anti-tumorale, ainsi que dans la progression tumorale, (Balkwill et al., 2005; Hanahan and 

Weinberg, 2011). Ces modèles sont donc hautement pertinents dans la recherche de 

nouveaux mécanismes impliqués dans la progression tumorale du cancer du sein mais 

demeurent limités dans leur capacité à modéliser fidèlement l’oncogenèse mammaire 

humaine. 

De nombreux outils sont disponibles pour la modélisation et l’étude de l’oncogenèse 

mammaire HER2+ humaine. Chacun de ces modèles présente des avantages ainsi que des 

limitations, et différentes études suggèrent qu’une approche intégrant plusieurs modèles 

permettrait de s’affranchir des biais dépendants de chaque système (Byrne et al., 2017; 

Ursini-Siegel et al., 2007; Vargo-Gogola and Rosen, 2007). Ces modèles ont notamment 

permis d’étudier l’oncogenèse du cancer mammaire HER2+, depuis les mécanismes régulant 

son initiation, jusqu’au développement des thérapies ciblées de HER2 actuellement utilisées 

en clinique. 
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1.3.4. Mécanismes d’activation de HER2 dans le cancer mammaire 

 

Les études portant sur l’oncogénicité de HER2/NEU dans des modèles animaux ont mis 

en évidence des mutations activatrices du récepteur, telles que la mutation V664E identifiée 

lors de l’identification du gène (Shih et al., 1981). Par la suite, il a été démontré que la forme 

sauvage du récepteur ne conduit à la formation de tumeurs qu’après une longue période de 

latence, et les tumeurs ainsi formées présentent systématiquement des mutations activatrices 

de HER2, notamment via la délétion de résidus du domaine extracellulaire stabilisant la 

forme dimérique du récepteur (Guy et al., 1992; Siegel and Muller, 1996; Siegel et al., 1994). 

Cependant, ces mutations ne sont pas observées en clinique dans le cancer mammaire HER2+ 

humain. En réalité, très peu de mutations de HER2 ont été mises en évidence en clinique, et 

ces dernières ne sont observées que dans moins de 1% des cas de cancer du sein HER2+ 

(Kauraniemi et al., 2003; Lee et al., 2006; Stephens et al., 2004). Dans la majorité des cas 

(99%), l’activation du récepteur HER2 est causée par une amplification du locus 17q12-q21 

contenant le gène ERBB2, causant ainsi la surexpression de sa forme sauvage (Kauraniemi 

et al., 2003). De plus, la transcription et la traduction de HER2 est régulée par différents 

facteurs parfois dérégulés dans le cancer du sein (Vernimmen et al., 2003a). Par exemple, le 

facteur de transcription AP2 participe à l’augmentation de la transcription du gène ERBB2 

spécifiquement dans les cancers mammaires (Vernimmen et al., 2003b). Un autre facteur de 

transcription, EGR2, ne lie et n’active la transcription du gène qu’en absence du suppresseur 

de tumeur 14-3-3(SFN)(Dillon et al., 2007) Enfin, STAT3, connu pour augmenter la 

transcription du gène codant pour HER2 (ERBB2), est activé en aval du RTK (Dillon et al., 

2007). 

En sus de la duplication du locus génomique contenant le gène ERBB2 observée dans la 

majorité des cas de cancer du sein HER2+, des mécanismes d’épissage et d’initiation de la 

traduction alternatifs régulent l’expression de différents isoformes de HER2, qui participent 

parfois au processus oncogénique. Un des isoformes issus d’épissage alternatif, dénommé 

16HER2, présente une délétion de 16 résidus dans la région juxtamembranaire du récepteur 

(Kwong and Hung, 1998). Sa structure est très similaire aux formes mutées du récepteur 

observées dans les tumeurs mammaires dans les modèles murins (Kwong and Hung, 1998; 

Siegel et al., 1999). Cette délétion incluant des résidus cystéines impliqués dans la 



 

56 

stabilisation du monomère par des ponts disulfures intramoléculaires favorise 

l’homodimérisation et sa stabilisation via des ponts intermoléculaires (Kwong and Hung, 

1998; Siegel et al., 1999). Cet isoforme présente de ce fait une activité supérieure au récepteur 

sauvage et induit une transduction du signal en absence de stimulation par des ligands des 

récepteurs de la famille HER (Kwong and Hung, 1998; Siegel et al., 1999). Bien que sa 

production soit parfois observée en conditions physiologiques, il est suggéré que ce transcrit 

soit augmenté dans près de la moitié des cancers du HER2+, et que son expression favorise 

la progression tumorale in vitro et in vivo (Castiglioni et al., 2006; Kwong and Hung, 1998; 

Mitra et al., 2009; Siegel et al., 1999). 16HER2 est associé en clinique avec des cancers du 

sein HER2+ localement disséminés aux nœuds lymphatiques (Mitra et al., 2009). De plus, la 

délétion cause la perte de l’épitope reconnu par le Trastuzumab, rendant cette thérapie 

inefficace (Castiglioni et al., 2006; Mitra et al., 2009). Des mécanismes d’initiation 

alternative de la traduction ou de clivage protéolytique sont de plus à l’origine de trois autres 

variants de HER2 dont le domaine extracellulaire est fortement réduit ou manquant : p110, 

p95cyto et p95m (Chandarlapaty et al., 2009; Pedersen et al., 2009; Tsé et al., 2012). Ces 

trois variants, de par l’absence de leur domaine extracellulaire, sont capables 

d’homodimériser et d’être activés de façon constitutive (Chandarlapaty et al., 2009; Pedersen 

et al., 2009; Tsé et al., 2012). Le variant p110 a de plus été montré régulateur positif de la 

transcription de gènes impliqués dans le processus métastatique, tandis que p95m est 

insensible au Trastuzumab et associé à un mauvais pronostic en clinique (Chandarlapaty et 

al., 2009; Pedersen et al., 2009; Tsé et al., 2012; Ward et al., 2013). 

L’épissage alternatif de HER2 peut également mener à la production de 2 protéines 

sécrétées, Herstatine et p100. Le rôle de ces dernières dans la progression tumorale n’est pas 

caractérisé en détail, mais elles constitueraient des facteurs inhibiteurs de la progression 

tumorale, par leur capacité à dimériser avec HER2 WT ou 16HER2 sans initier de 

transduction de signal (Aigner et al., 2001; Hu et al., 2005). 

La surexpression et la suractivation du récepteur HER2 soutient le processus oncogénique 

par de nombreux mécanismes. En effet, HER2 est un oncogène puissant impliqué dans 

l’initiation tumorale mais aussi dans le processus métastatique (Jackisch et al., 2017). 
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1.3.5. Signalisation pro-tumorale induite par HER2 

 

1.3.5.1. La suractivation de HER2 soutient la prolifération et la survie 

cellulaires via l’activation aberrante de ERK et PI3K/AKT 

 

Les mécanismes soutenant l’oncogénicité de HER2 ont été l’objet d’un grand nombre de 

travaux depuis les années 80. Ce récepteur a tout d’abord été lié à la signalisation 

mitogénique, puisque la surexpression de sa forme activée favorise la prolifération cellulaire 

et la croissance sans ancrage sur substrat (Dankort et al., 1997; Schechter et al., 1984; Shih 

et al., 1981; Siegel et al., 1994). Différentes études menées dans des modèles de cancer du 

sein in vivo chez le rat ou la souris ont permis d’éclaircir le rôle de l’activation de HER2 dans 

l’oncogenèse mammaire. Il a ainsi été montré pour la première fois chez la souris que 

l’activation de ce récepteur est suffisante à l’initiation tumorale (Muller et al., 1988), qu’elle 

est requise pour le maintien de la tumeur ainsi formée, ainsi que pour la formation de 

métastases pulmonaires (Bouchard et al., 1989; Moody et al., 2002; Muller et al., 1988). La 

caractérisation des déterminants moléculaires du rôle oncogénique du récepteur a mis en 

évidence l’implication des 5 sites d’autophosphorylation alors identifiés dans la 

transformation tumorale, nommés YA à YE en fonction de leur position par rapport à 

l’extrémité N terminale de la protéine (Fig. 1.10). 
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Figure 1.10 : Le récepteur HER2 présente 5 sites d’autophosphorylation participant à 

son action oncogénique. 

Le récepteur HER2 présente un domaine extracellulaire (ECD), une hélice 

transmembranaire, un domaine tyrosine kinase (DTK), et une queue cytoplasmique, 

représentés sans échelle de taille sur ce shéma. La queue cytoplasmique du récepteur HER2 

contient 5 sites d’autophosphorylation importants sur tyrosine, notés au dessus du schéma du 

récepteur. Les trois résidus en aval de la tyrosine sont indiqués en bleu en dessous de chaque 

site. Chacun peut interagir avec différents effecteurs. Le site A a été décrit pour son 

interaction avec PTPN11 dans une analyse à haut débit, et sa mutation pour un résidu non 

phosphorylable augmente le potentiel oncogénique de HER2. Le site B est connu pour 

interagir directement avec GRB2, et promouvoir la formation de tumeurs primaires et de 

métastases pulmonaires. Le site D est quant à lui connu pour interagir directement avec SHC, 

et indirectement avec GRB2. Il est impliqué dans la formation de tumeurs primaires. Les 

sites C et D ont été décrit pour leur interaction à SHC dans une étude à haut débit, cependant 

il n’a pas été démontré que ces derniers interagissent avec SHC dans des études plus ciblées. 

 

En effet, ces travaux ont démontré que les sites de phosphorylation YB, YC, YD et YE 

soutiennent l’activation de ERK. Les sites YB et YD permettent le recrutement de GRB2, de 

mainère directe (YB) ou indirecte via SHC1 (YD), assurant ainsi le recrutement membranaire 

de SOS et l’activation de RAS/MAPK (Dankort et al., 2001, 1997). Le site YE interagit avec 

SHC1 et permet également l’activation de RAS/MAPK (Dankort et al., 2001, 1997; Schulze 

et al., 2005). Enfin, le site YC interagit avec SHC1 et CRK (Dankort et al., 2001, 1997; 

Schulze et al., 2005), et permet l’activation de la voie ERK (Dankort et al., 2001, 1997). Ces 

sites de phosphorylation, leurs partenaires protéiques et leur activation aberrante de ERK 

soutiennent la transformation cellulaire de façon dépendante de l’activation de RAS pour les 

sites YB, YD et YE, et de façon indépendante pour le site YC (Dankort et al., 2001, 1997). 

À l’inverse, le site YA, qui est connu pour interagir avec la phosphatase PTPN11 (Schulze 

et al., 2005), diminue l’interaction du récepteur avec GRB2 et SHC1, inhibe l’activation de 

ERK et le potentiel tumorigène de HER2 (Dankort et al., 2001, 1997). L’établissement de 

l’expression dans l’épithélium mammaire murin de mutants de NEU catalytiquement actifs 

de façon constitutive (NEU NT), mais qui ne possédent que le site de phosphorylation YB 

ou YD, a permis à cette équipe de démontrer que ces deux sites sont également capables 

indépendamment de soutenir l’initiation et la progression tumorale in vivo (Dankort et al., 

2001). Cependant ces deux mutants ne conduisent pas exactement au même phénotype 

puisque le site YB soutient l’établissement de métastases pulmonaires de façon beaucoup 

plus conséquente que le site YD, suggérant que ces deux sites, et par extension GRB2 et 
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SHC1, jouent des rôles primordiaux et distincts dans la signalisation oncogénique de HER2 

(Dankort et al., 2001).. 

Il a de plus été décrit que dans ce contexte, la suractivation de l’orthologue de HER2 NEU-

NT conduit en aval de ERK à l’activation de ETS2, facteur de transcription impliqué dans le 

contrôle du cycle cellulaire et régulant notamment la transcription de la cycline D1 (Dankort 

et al., 2001). L’activation de ERK par la signalisation HER2-dépendante est responsable de 

l’activation de nombreux autres facteurs de transcription tels que FOS, AP1 ou ELK1, 

responsables du contrôle de la transcription de gènes cibles impliqués dans la prolifération, 

la croissance, la survie, la différenciation, ou encore la migration cellulaire (Aksamitiene et 

al., 2012; Kasza, 2013; Romeo et al., 2012) 

Outre l’activation de ERK, HER2 est aussi responsable de l’activation de la voie 

PI3K/AKT, via le recrutement membranaire de la sous-unité régulatrice PIK3R1 (Peles et 

al., 1992). Ce recrutement permet l’activation de la PI3K à la membrane, et ainsi la 

phosphorylation de PIP2 en PIP3, eux-mêmes responsables du recrutement membranaire et 

de l’activation subséquente d’AKT. L’activation de cette voie participe elle aussi à la 

promotion de la survie, de la croissance, et de la prolifération cellulaires (Aksamitiene et al., 

2012; Castaneda et al., 2010). De plus, il a été suggéré que HER2 régule l’expression du 

troisième isoforme d’AKT (AKT3), fort stimulateur de la prolifération cellulaire (Grabinski 

et al., 2014).  

En sus du recrutement de protéines effectrices soutenant ses fonctions tumorales, HER2 

peut également hétérodimériser avec EGFR, HER3 et HER4, tel que discuté dans la section 

1.2, et ainsi déréguler des fonctions dépendantes de ces récepteurs. Les dimères ainsi formés 

ne sont pas identiques d’un point de vue signalétique, et leur activation soutient différents 

aspects de la tumorigenèse (Pinkas-Kramarski et al., 1996; Stern, 2008). Par exemple, il a été 

démontré que le dimère EGFR/HER2 n’est pas ubiquitinylé et internalisé comme l’homo-

dimère d’EGFR, ce qui induit ainsi une activation plus soutenue de la signalisation en aval 

(Sorkin et al., 1993). Le dimère HER2/HER3 conduit quant à lui à une activation très 

importante de la voie PI3K/AKT, puisqu’il est suggéré que HER2 ne présente pas de site de 

recrutement pour la PI3K, tandis que HER3 en possède 7 (Schulze et al., 2005; Soltoff et al., 

1994; Sorkin et al., 1993). De plus, HER3 est très fortement exprimé dans la glande 

mammaire et fréquemment surexprimé dans des tumeurs HER2+ humaines, suggérant que 
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ce dernier participe de façon prépondérante à la signalisation pro-tumorale de HER2 (Siegel 

et al., 1999). 

Ainsi, l’activation de ERK et de PI3K/AKT en aval de HER2 et des partenaires de 

dimérisation promeut l’oncogenèse mammaire, en soutenant notament une prolifération et 

une survie cellulaires aberrantes. 

 

1.3.5.2. Le dialogue de HER2 avec d’autres voies de signalisation participe 

à l’initiation tumorale et au processus métastatique 

 

HER2 est impliqué dans le dialogue avec différentes voies de signalisation et récepteurs, 

participant ainsi plus largement à la progression tumorale. Il peut effectivement former des 

complexes signalétiques avec des récepteurs n’appartenant pas à la famille HER qui agissent 

alors en tant que co-récepteurs. Par exemple, HER2 immunoprécipite avec le récepteur de la 

leptine LEPR, et il a été montré que la leptine, peptide hormonal synthétisé par les adipocytes, 

stimule la phosphorylation et l’activation de HER2 ainsi que l’activation de la voie 

RAS/MAPK de façon dépendante d’EGFR et JAK2 (Eisenberg et al., 2004; Fiorio et al., 

2008). Ce croisement de voies de signalisation est particulièrement important dans la glande 

mammaire dont le microenvironnement contient de nombreux adipocytes, qui participent 

activement à la progression tumorale (Bochet et al., 2013; Wang et al., 2012). Il a ainsi été 

suggéré que LEPR participe à la suractivation de ERK dans le cancer mammaire HER2+ 

(Dittrich et al., 2014). 

HER2 et EGFR peuvent également interagir avec la partie C-terminale de la glycoprotéine 

membranaire MUC1, et cette association promeut l’import nucléaire de MUC1 avec son 

partenaire -caténine (Kufe, 2013; Li et al., 2003). Il a été démontré que MUC1 nucléaire 

participe à la régulation de la transcription des gènes cibles de WNT, impliqués dans la 

prolifération cellulaire ainsi que dans la transition épithélio-mésenchymateuse 

(Gangopadhyay et al., 2013; Huang et al., 2003; Micalizzi et al., 2010).  

De plus, HER2 régule l’activité et/ou l’expression de protéines primordiales à d’autres 

voies de signalisation, et ce dialogue participe dans certains cas à la progression tumorale. 

En effet, il a très tôt été observé en clinique que l’expression des récepteurs aux estrogènes 

 et  (ESR1 et ESR2 respectivement) et de HER2 (Konecny et al., 2003) corrèle 
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négativement. Il a par la suite été démontré que l’activation de HER2 inhibe l’activité de 

ESR2 et l’expression de ESR1, via l’activation de la voie RAS/MAPK et PI3K/AKT, 

respectivement (Creighton et al., 2006; Oh et al., 2001; St-Laurent et al., 2005). À l’inverse, 

ESR1 peut quant à lui diminuer l’expression de HER2 (Creighton et al., 2006; Oh et al., 

2001; St-Laurent et al., 2005). Ce phénomène est ainsi suggéré comme à l’origine de la 

résistance aux thérapies ciblées, l’inhibition d’un des acteurs levant l’inhibition exercée sur 

l’autre et initiant le changement de HER2+/ER- à HER2-/ER+ ou vice versa (Giuliano et al., 

2013). 

Il a par ailleurs été démontré que HER2 inhibe l’expression d’IGFBP3, augmentant ainsi 

la sécrétion d’IGF1 et la signalisation pro-proliférative d’IGFR (Worthington et al., 2010). 

Le dialogue entre HER2 et la voie du TGF ainsi que des intégrines est également 

impliqué dans la progression tumorale, et plus particulièrement dans le processus 

métastatique. En effet, il a été démontré que le TGF induit la transition épithélio-

mésenchymateuse de cellules mammaires surexprimant l’orthologue de HER2 NEU 

suractivé de façon dépendante de la phosphorylation de ce RTK (Northey et al., 2008, 2013). 

De plus, il a été suggéré que le récepteur au TGF une fois activé soit responsable de 

l’activation de la PI3K et du recrutement d’actine et d’actinine au récepteur HER2 (Wang et 

al., 2006). Le complexe HER2/actine/actinine serait alors responsable de l’activation 

localisée de RAC1 aux protrusions membranaires via le recrutement de PAK1, RAC1 et 

VAV2, ainsi que de la protection contre l’anoïkose via la phosphorylation de régulateurs de 

l’apoptose régulée par RAC1 (Wang et al., 2006). Une autre étude a également mis en 

évidence un lien entre HER2, des acteurs du remodelage du cytosquelette et l’anoïkose radio-

induite (Hou et al., 2016). Dans cette étude, il a été démontré que la surexpression de HER2 

induit l’activation de FAK et une augmentation de l’expression de protéines associées à la 

transition épithélio-mésenchymateuse, conférant aux cellules tumorales HER2+ une 

radioprotection qui peut être inhibée in vitro par des inhibiteurs de FAK (Hou et al., 2016). 

Il a par ailleurs été mis en évidence que les enzymes de clivages des pro-ligands EGF, les 

TACE (TNF Converting Enzyme) comme ADAM17, peuvent être phosphorylées et donc 

activées par traitement au TGF (Wang et al., 2009). La voie du TGF participerait ainsi à 

l’activation soutenue de la signalisation dépendante de HER (Wang et al., 2009). Cette étude 

a de plus démontré que l’activation du récepteur au TGF induit la formation d’agrégats de 
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HER2 et d’intégrines via l’activation de SRC et FAK. Ces agrégats permettent l’association 

de HER2 avec des éléments du cytosquelette et régulent ainsi la motilité cellulaire (Wang et 

al., 2009). L’association de la tyrosine phosphatase membranaire PTPRA avec la voie HER2 

a également été soulignée. En effet, dans des cellules épithéliales mammaires, la déplétion 

de PTPRA conduit à une augmentation de la phosphorylation de FAK dépendant de HER2, 

ainsi qu’à un accroissement de la motilité cellulaire (Boivin et al., 2013).  

HER2 a également été décrit comme activateur de certaines STAT telles que STAT1, 

STAT3 et STAT5 (Han et al., 2013; Qian et al., 2006; Raven et al., 2011; Ward et al., 2013). 

STAT1 est plutôt connu pour son rôle anti-tumoral et pro-apoptotique, tandis que STAT5 

promeut la migration et l’invasion cellulaire et pourrait ainsi participer à la progression 

tumorale dépendante de HER2 (Koromilas and Sexl, 2013; Ward et al., 2013). 

Il a de plus été mis en évidence que HER2 et EGFR interagissent directement avec la -

caténine et la plakoglobine, et l’activation de ces récepteurs conduit à la phosphorylation et 

à l’inhibition des caténines, provoquant la dissémination de cellules cancéreuses par 

dégradation de l’adhésion cellule-cellule (Kanai et al., 1995). Une autre étude a démontré 

que l’activation de de HER2 induit une perte de polarité de cellules épithéliales, associée à 

la relocalisation de la E-cadhérine, ainsi qu’à la dispersion et la migration cellulaires. Cette 

étude a déterminé que ce processus dépend des sites de phosphorylation YC, YD, et YE de 

HER2 ainsi que de l’activation des kinases MEK1 et/ou MEK2 (Khoury et al., 2001). 

Enfin, différentes études ont démontré que la surexpression de HER2 augmente la 

sécrétion de facteurs pro-angiogéniques tels que le TGF- ou le VEGF, liant ainsi l’activation 

de HER2 à l’angiogenèse nécessaire à la progression de la tumeur, et conférant à son 

inhibiteur, le Trastuzumab, une action anti-angiogénique (Izumi et al., 2002; Xiong et al., 

2001; Yen et al., 2000, 2002).  

Le récepteur HER2 constitue ainsi un oncogène particulier, puisqu’il contrôle la 

prolifération cellulaire, mais également la migration, la résistance à l’apoptose ou encore 

l’angiogenèse. De par ses interactions avec différentes voies de signalisation, des facteurs de 

croissance, des cytokines ou encore des molécules d’adhésion cellule-cellule ou cellule-

matrice extracellulaire, une hypothèse pourrait être que ce récepteur constitue un mécanisme 

d’intégration de la signalisation par les récepteurs HER dans le contexte cellulaire de la 

glande mammaire, expliquant ainsi l’agressivité des cancers du sein HER2+. Ces dialogues 
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entre voies signalétiques, primordiales tant à la fonction physiologique qu’à l’oncogénicité 

de HER2, reposent majoritairement sur des interactions protéine-protéine et permettent 

l’ancrage des voies de signalisation HER2-dépendantes dans un vaste réseau signalétique, 

dont toutes les composantes participent potentiellement à la progression tumorale HER2+. 

 

1.3.6. Inhibiteurs de HER2 : mécanismes d’action et de résistance 

 

Étant donné le rôle central de HER2 dans certains cancers du sein et le mauvais pronostic 

associé à cet oncogène, de nombreux inhibiteurs ont été développés, et les plus prometteurs 

ont été testés en clinique et/ou approuvés dans la prise en charge des patientes atteintes de 

cancers du sein HER2+ (tableau 1.2). 

 

Tableau 1.2 : Tableau récapitulatif des traitements ciblés de HER2 approuvés dans le 

traitement du cancer du sein HER2+. 

 

 

 

Le Trastuzumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le domaine 

extracellulaire de HER2, inhibant la dimérisation du récepteur et de ce fait la transduction du 

signal en aval (Fendly et al., 1990; Lewis et al., 1993). Les données d’études pré-cliniques, 

cliniques ainsi que des travaux menés dans différents modèles ont permis de proposer 

plusieurs mécanismes d’action de cet agent. La pertinence de chacun dans le cancer du sein 

HER2+ demeure débattue; cependant, il est très probable que tous ces mécanismes 

participent réellement, dans différentes proportions, à l’action du Trastuzumab. L’un des 

premiers mécanismes décrits est celui de la cytotoxicité dépendante des anticorps ou ADCC 

(pour Antibody-Dependant Cell-mediated Cytotoxicity). Dans l’étude clinique pilote, il avait 

effectivement été relevé que les tumeurs traitées par le Trastuzumab en néoadjuvant 

présentaient une forte infiltration lymphoïde, et que cette activité ADCC corrélait avec la 

réponse initiale à la thérapie (Gennari et al., 2004). Ce modèle est également soutenu par des 

Inhibiteur Nom commercial Cible(s) Mécanisme d'inhibition

Trastuzumab Herceptin HER2 Anticorps monoclonal

Pertuzumab Perjeta HER2/HER3 Anticorps monoclonal

Lapatinib Tykerb HER2 et EGFR Inhibiteur de kinase

Trastuzumab-Emtansine Kadcycla HER2 Agent cytotoxique
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études précliniques soulignant la liaison du Trastuzumab au récepteur Fc- des cellules 

tueuses naturelles (NK), induisant ainsi la lyse des cellules associées au Trastuzumab par les 

cellules NK et la régression tumorale in vivo, tandis que des animaux traités par une molécule 

reconnaissant le même épitope mais sans aucun site de liaison au récepteur Fc- présentent 

une inhibition de la croissance tumorale significativement moindre (Clynes et al., 2000; 

Cooley et al., 1999; Lazar et al., 2006; Lewis et al., 1993). Il a de plus été montré que la 

liaison du Trastuzumab à HER2 entraîne l’internalisation et la dégradation du complexe, 

permettant ainsi de réduire les niveaux membranaires de HER2. Cette internalisation induit 

également la production et présentation d’épitopes de HER2, qui via le système immunitaire 

adaptatif peuvent activer la lyse des cellules tumorales par les lymphocytes T circulants 

(Hurwitz et al., 1995; Klapper et al., 2000). 

Il a aussi été rapporté que la liaison du Trastuzumab à HER2 permet l’inhibition du clivage 

protéolytique de ce dernier, responsable de la formation du variant constitutivement actif 

p95m, suggérant que ce processus participe également aux effets thérapeutiques de cet agent 

(Molina et al., 2001). Il a d’ailleurs été montré dans un essai clinique de phase II que les 

variations des niveaux sériques de p95m de patients atteints de cancer du sein HER2+ 

corrèlent avec la réponse clinique au Trastuzumab (Esteva et al., 2002). 

De plus, la surexpression de HER2 dans le cancer du sein (et du poumon) induit 

l’augmentation de l’expression de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF ou le TGF 

(Yen et al., 2002). Dans des modèles de xénogreffes, il a été montré que le Trastuzumab 

inhibe l’expression de certains de ces facteurs pro-angiogéniques induits par HER2, 

provoquant ainsi la régression de la vascularisation tumorale (Izumi et al., 2002). Toujours 

dans des modèles de xénogreffes, il a par ailleurs été mis en évidence que le Trastuzumab 

sensibilise les cellules tumorales à certains agents chimiothérapeutiques comme le cisplatine, 

en inhibant la réparation des dommages à l’ADN et la synthèse d’ADN, toutes deux régulées 

par HER2 (Pietras et al., 1994, 1998). 

Au niveau cellulaire, l’inhibition de HER2 par le Trastuzumab induit l’inhibition des voies 

MAPK/ERK et PI3K/AKT, notamment via l’activation de PTEN (Asanuma et al., 2005; Le 

et al., 2005; Nagata et al., 2004; Yakes et al., 2002). En effet, il a été décrit que le 

Trastuzumab, en inhibant la kinase SRC, augmente l’activité de PTEN. Cette phosphatase 

participe alors à la régulation négative de PI3K/AKT, et la perte de son expression chez les 
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patientes atteintes de cancer du sein HER2+ est un marqueur prédictif de résistance au 

Trastuzumab (Nagata et al., 2004). Il a également été suggéré que cet agent conduit au 

rétablissement de l’expression de l’inhibiteur de CDK, CDKN1B (ou p27KIP1) qui est 

diminuée par HER2 (Le et al., 2003, 2005). Au niveau cellulaire, cet agent thérapeutique 

induit donc l’apoptose et le blocage du cycle cellulaire. 

Malgré le bénéfice de ces traitements pour la survie des patientes, de nombreux cas de 

résistances initiales (primaires) et acquises (secondaires) sont observés en clinique. De 

nombreux mécanismes de résistances ont été maintenant décrits, en vue de proposer de 

nouveaux outils thérapeutiques et d’améliorer la prédiction de la réponse des patientes à ces 

agents (outils prédictifs). Parmi ces derniers, l’activation de voies de signalisation en aval de 

HER2, par des mutations activatrices de la sous-unité catalytique de la PI3K ont été décrites 

in vitro et in vivo comme causes de résistances primaires ou secondaires au Trastuzumab 

(Rexer et al., 2011; Saal et al., 2005). La perte d’expression de PTEN a également été 

observée dans des cas de résistance en clinique (Dave et al., 2011). Le masquage de l’épitope 

reconnu par les agents ciblés peut également participer à la résistance, via l’augmentation de 

l’expression de protéines membranaires telles que MUC4 ou CD44, ou encore via 

l’augmentation de l’expression de variants de HER2 (discutés dans la section 1.3.4) 

(Bourguignon et al., 1997; Castiglioni et al., 2006; Chandarlapaty et al., 2009; Ghatak et al., 

2002; Nagy et al., 2005; Pályi-Krekk et al., 2007; Price-Schiavi et al., 2002; Scaltriti et al., 

2007). Enfin, l’altération des fonctions ADCC du Trastuzumab a été proposée comme 

mécanisme de résistance, bien que cette possibilité reste débattue (Chung et al., 2013). 

Le Lapatinib est un inhibiteur de l’activité kinase des récepteurs EGFR et HER2 (Higa 

and Abraham, 2007). Il est utilisé en clinique en combinaison avec le Trastuzumab, ou chez 

des patientes atteintes de cancers du sein HER2+ métastatiques résistants au Trastuzumab 

(Higa and Abraham, 2007). Il a été suggéré par des essais cliniques de taille réduite que son 

utilisation permette en effet d’augmenter l’efficacité thérapeutique du Trastuzumab lorsque 

ces derniers sont administrés en combinaison, et de ralentir la progression tumorale chez des 

patientes métastatiques résistantes au Trastuzumab (Higa and Abraham, 2007). Cependant, 

deux études récentes ainsi que l’essai clinique NeoALTTO, réalisées sur des cohortes plus 

importantes, concluent que la Lapatinib ne présente pas de bénéfice thérapeutique lorsqu’il 

est administré seul (Azambuja et al., 2014; Chen et al., 2016; Mounsey et al., 2017). 
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Plus récemment, de nouveaux agents thérapeutiques ciblés tels que le Pertuzumab ou le 

Trastuzumab-Emtansine ont été approuvés (Baselga et al., 2010, 2012; Krop et al., 2012; 

Verma et al., 2012). Le Pertuzumab inhibe la dimérisation de HER2 avec HER3, et conduit 

de ce fait à une inhibition plus importante de la voie PI3K/AKT, fortement dépendante du 

recrutement de la sous-unité régulatrice PIK3R1 par HER3 (Lee-Hoeflich et al., 2008). Le 

Trastuzumab-Emtansine est constitué d’une molécule d’anticorps dirigée contre HER2 

couplée à un agent cytotoxique (Pegram et al., 1999). Bien que ces agents présentent un 

bénéfice pour les patientes en phase clinique, les phénomènes de résistance restent 

prépondérants et soulignent la nécessité de développer de nouveaux outils thérapeutiques et 

prédictifs (Baselga et al., 2010; Chung et al., 2013; Krop et al., 2012). 

Les phénomènes de résistance dans le contexte de l’inhibition de HER2 ont conduit les 

experts à développer des thérapies combinées (Azambuja et al., 2014; Chen et al., 2016; 

Mounsey et al., 2017). Le développement de nouveaux agents inhibiteurs à combiner avec 

les inhibiteurs de HER2 nécessite de bien caractériser les fonctions des protéines soutenant 

sa signalisation pro-tumorale, telles que GRB2 (Dankort et al., 2001; Giubellino et al., 2008). 

 

1.3.7. Rôle de GRB2 dans le cancer du sein HER2+ 

 

De nombreux mécanismes requis au développement embryonnaire se sont révélés être 

impliqués dans la tumorigenèse, à l’instar de la transition épithélio-mésenchymateuse par 

exemple. Bien que sa surexpression n’induise pas la transformation de cellules in vitro, à 

l’inverse des protéines adaptatrices à domaines SH2/SH3 CRK et NCK1/2, des études ont 

suggéré très tôt que la protéine adaptatrice GRB2 soit impliquée dans la progression tumorale 

du cancer du sein (Chou et al., 1992; Mayer et al., 1988). La première étude ayant démontré 

le rôle de GRB2 dans le développement embryonnaire chez les mammifères a également mis 

en évidence son implication dans l’oncogenèse mammaire. En effet, dans le modèle de cancer 

du sein PyMT, les souris Grb2+/- développent des tumeurs mammaires de taille plus réduite 

que des souris Grb2+/+, et l’apparition des tumeurs est retardée chez les individus mutants 

hétérozygotes (Cheng et al., 1998). De par son importance dans la transduction du signal en 

aval de nombreux RTK, la petite protéine adaptatrice GRB2 est effectivement au cœur de la 
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régulation de processus cellulaires qui sont dérégulés lors de la progression tumorale, en plus 

d’être primordiale à la transduction du signal en aval de HER2.  

 

1.3.7.1. Fonctions de GRB2 dans l’oncogenèse 

 

GRB2 est impliquée dans la prolifération cellulaire, tel que décrit par de nombreux travaux 

depuis la découverte de cette protéine adaptatrice. Il a notamment été montré que cette 

dernière est nécessaire à la prolifération cellulaire accrue de certaines lignées cancéreuses, 

puisque l’inhibition de ses fonctions signalétiques ou sa déplétion protéique réduit la 

prolifération cellulaire et la croissance tumorale in vitro et dans des modèles animaux (Iwata 

et al., 2013; Tanaka et al., 2012). La protéine adaptatrice GRB2 participe également au 

contrôle de l’adhésion cellulaire, notamment via son interaction avec FAK et les intégrines, 

dont la dérégulation constitue un des évènements initiaux du processus métastatique. Il a 

d’ailleurs été montré que l’inhibition de GRB2 diminue la formation de métastases in vivo 

(Giubellino et al., 2007). Cette protéine adaptatrice participe effectivement à la transduction 

du signal en aval des intégrines liées à leurs ligands naturels, constituants de la matrice 

extracellulaire, tels que la fibronectine ou le collagène. Cette fonction de GRB2 est assurée 

en partie par l’interaction de cette dernière avec un complexe constitué de SRC et FAK 

activées par la liaison d’intégrines à leurs ligands, permettant ainsi le recrutement de SOS à 

la membrane et de ce fait l’activation de la voie RAS/MAPK (Barcus et al., 2013; Cheng et 

al., 2014; Schlaepfer et al., 1994, 1997). 

Dans le contexte du cancer du sein, ceci est tout particulièrement important, puisque des 

changements de la rigidité de la matrice extracellulaire, telles que la plaque desmoplastique, 

accompagne la progression tumorale (Bochet et al., 2013). Il a d’ailleurs été montré dans des 

modèles de culture cellulaire 3D en collagène que la densité des gels de collagène influence 

le recrutement de GRB2 dans les complexes intégrines 1-FAK-SRC (Barcus et al., 2013). 

Cette étude a également mis en évidence que la formation de ces complexes protéiques au 

sein de cellules cancéreuses mammaires évoluant dans des gels de collagène de haute densité 

intervertit l’activation physiologique de STAT5 par la PRL, au profit de l’activation pro-

tumorale de la voie RAS/MAPK via GRB2 (Barcus et al., 2013). La suractivation de la voie 

RAS/ERK participe à la prolifération cellulaire soutenue requise à la tumorigenèse, mais 
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également à l’augmentation de la sécrétion et/ou de l’activation de protéases telles que les 

métalloprotéases matricielles MMP ou les désintégrines et métalloprotésases ADAM, 

soutenant ainsi la dégradation de la membrane basale et l’invasion des tissus environnants 

par les cellules cancéreuses (Ding et al., 2016). De plus, par ses interactions avec de 

nombreuses protéines de régulation du cytosquelette telles que WASP et ARP2/3, GRB2 est 

impliquée dans le contrôle de la motilité et la migration cellulaires (She et al., 1997; 

Weisswange et al., 2009). Ainsi, des inhibiteurs de GRB2, ainsi que sa déplétion, diminuent 

les capacités migratoires, invasives et le potentiel métastatique de différentes cellules 

cancéreuses in vitro ainsi que dans des modèles animaux, soulignant ainsi le rôle central de 

GRB2 dans la signalisation pro-tumorale (Giubellino et al., 2008; Morlacchi et al., 2014). 

Un rôle de GRB2 dans l’angiogenèse tumorale a également été proposé par une étude 

démontrant que l’inhibition de GRB2 conduit à des défauts de vasculogenèse et de 

tubulogenèse in vivo (Soriano et al., 2004). 

GRB2 est ainsi au cœur de la régulation de la majorité des évènements requis à la 

progression tumorale, et plus particulièrement à ceux requis par le processus métastatique. 

Étant donné l’implication majeure des métastases dans la mortalité par cancer, l’inhibition 

de GRB2 a été l’objet de beaucoup d’attention dans la recherche appliquée (Morlacchi et al., 

2014). Des inhibiteurs des fonctions signalétiques de GRB2 très spécifiques ont ainsi été 

développés, la plupart agissant par compétition avec les RTK pour le domaine SH2 de la 

protéine adaptatrice. Ce type d’inhibiteur permet de réduire la prolifération de cellules 

tumorales mammaires in vitro, ainsi que la croissance tumorale in vivo (Iwata et al., 2013; 

Tanaka et al., 2012). Cependant, le développement de ces inhibiteurs semble avoir été 

abandonné. Compte-tenu du rôle primordial de GRB2 dans la transduction du signal en aval 

des RTK, et de son implication dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux, il est 

fort envisageable que son inhibition entraîne des effets secondaires importants, et la fenêtre 

thérapeutique très réduite offerte par ces inhibiteurs est probablement à l’origine de leur 

abandon en phase pré-clinique. 
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1.3.7.2. Promotion de la signalisation pro-tumorale de HER2 par GRB2 

 

Outre son implication dans la régulation des processus cellulaires pro-tumoraux évoqués 

ci-dessus, GRB2 est également l’un des acteurs proximaux majeurs de la signalisation par 

HER2, et participe de ce fait à la progression tumorale induite par ce récepteur. En effet, 

HER2 présente 5 sites de phosphorylation dans sa partie cytoplasmique nécessaires à la 

régulation de la transduction du signal en aval, ainsi qu’à ses propriétés oncogéniques 

(Dankort et al., 2001, 1997). La mutation de ces 5 résidus tyrosines pour des phénylalanines 

(non-phosphorylables), conduisant à l’expression d’un récepteur ErbB2 dénoté NYPD pour 

NEU tYrosine Phosphorylation-Deficient, abolit la transformation cellulaire induite par la 

suractivation du récepteur (Dankort et al., 1997). Deux de ces sites de phosphorylation sont 

responsables du recrutement direct (YB) ou indirect (YD) de GRB2, et chacun, lorsque 

réintroduit sur le récepteur NYPD, peut restaurer indépendamment la transformation 

cellulaire et l’initiation tumorale dépendante de HER2 (Dankort et al., 1997). Une autre étude 

a démontré que l’expression d’un mutant de GRB2 manquant le domaine nSH3, incapable 

de lier SOS et PI3KR1, inhibe la transformation cellulaire dépendante de ErbB2 (Xie et al., 

1995). À l’inverse, un mutant de GRB2 sans domaine cSH3, incapable d’interagir avec SHC1 

démontre un effet inhibiteur sur l’oncogénicité de ErbB2 bien plus faible (Xie et al., 1995). 

Ces travaux soulignent ainsi le rôle central de GRB2 et de sa fonction d’adaptateur dans la 

signalisation pro-tumorale de HER2 (Xie et al., 1995). Différentes études ont d’ailleurs mis 

en évidence une surexpression de GRB2 dans différents cancers, dont le cancer du sein 

(Verbeek et al., 1997; Yu et al., 2009). Dans le modèle de cancer du sein murin PyMT, qui 

induit une surexpression du récepteur HER2, la délétion d’un allèle de Grb2 a montré une 

diminution drastique du nombre de tumeurs mammaires formées et un retard important dans 

la formation de ces dernières, suggérant que bien que la surexpression de GRB2 n’induise 

pas de transformation cellulaire en elle-même, les niveaux d’expression de GRB2 peuvent 

être limitants pour la progression tumorale mammaire (Cheng et al., 1998; Lin et al., 2003). 

Ces travaux suggèrent un rôle essentiel de GRB2 dans l’établissement de tumeurs primaires 

HER2+, puisque la signalisation oncogénique dépendante de ce récepteur dépend largement 

de la fonction de la protéine adaptatrice.  
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La protéine adaptatrice GRB2 est également impliquée dans d’autres étapes de la 

progression tumorale HER2+, telles que le processus métastatique et la résistance aux 

thérapies ciblées. En effet, la transition épithélio-mésenchymateuse consitue l’une des étapes 

clés du processus métastatique. Dans le cas du cancer du sein, le TGF joue un rôle 

primordial dans cette transition, en agissant sur son récepteur TBR-II exprimé par les 

cellules épithéliales mammaires. Le recrutement et la phosphorylation de protéines SMAD2 

et SMAD3 par ce récepteur activé permet la régulation négative de la prolifération de cellules 

épithéliales mammaires normales (Silberstein and Daniel, 1987). Cependant, il a été montré 

que dans des cellules mammaires cancéreuses, l’activation de ce récepteur par le TGF mène 

à sa phosphorylation sur sa tyrosine Y284 par SRC, créant de ce fait un site de liaison pour 

GRB2 (Galliher and Schiemann, 2007; Galliher-Beckley and Schiemann, 2008). Cette 

interaction, qui conduit à l’activation de la voie MAPK, est requise pour l’induction de la 

transition épithélio-mésenchymateuse par le TGF, et promeut la formation de métastases in 

vivo (Galliher and Schiemann, 2007; Galliher-Beckley and Schiemann, 2008). D’autres 

travaux ont quant à eux démontré que la surexpression de HER2 et le recrutement de GRB2 

via SHC1 sont nécessaires à l’acquisition par des cellules mammaires de caractéristiques 

mésenchymateuses sous l’action du TGF, soulignant encore une fois la coopération de 

GRB2 dans la signalisation pro-tumorale HER2+ (Northey et al., 2013). Il a par ailleurs été 

montré que l’interaction de HER2 constitutivement actif avec GRB2 est suffisante à 

l’établissement de tumeurs mammaires chez la souris, et promeut la formation de métastases 

aux poumons (Dankort et al., 2001). 

D’autre part, une étude a montré que HER2 interagit avec le récepteur au hyaluronane 

CD44, exprimé par les cellules souches cancéreuses dans certains cas de cancers mammaires 

ou ovariens (Ajani et al., 2015; Bourguignon et al., 1997; Ghatak et al., 2002). L’interaction 

avec CD44 mène à l’activation du domaine kinase de HER2 dans ce contexte. De plus, cette 

liaison induit la formation d’un complexe signalétique incluant CD44, VAV2, HER2 et 

GRB2 qui conduit à l’activation de RAC1 et de RAS, augmentant ainsi la croissance et la 

migration de cellules tumorales ovariennes surexprimant HER2 (Bourguignon et al., 2001). 

D’autres travaux ont démontré le rôle de ce même récepteur CD44 dans l’endocytose de 

HER2 induite par sa liaison au Trastuzumab ainsi que dans des mécanismes de résistance à 
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cet agent thérapeutique dans le cancer du sein, suggérant un rôle potentiel de GRB2 dans la 

réponse et la résistance aux thérapies ciblées de HER2 (Pályi-Krekk et al., 2007). 

La protéine adaptatrice GRB2 présente ainsi un rôle fondamental au maintien de 

l’homéostasie, mais également à la signalisation pro-tumorale, notamment dans le cancer du 

sein HER2+. Cependant, tel que décrit dans la section 1.3.7.1, l’inhibition de GRB2 ne 

constitue pas une stratégie thérapeutique applicable en clinique (Giubellino et al., 2007; Iwata 

et al., 2013; Morlacchi et al., 2014; Tanaka et al., 2012). Afin d’empêcher l’action pro-

tumorale de GRB2 dans le cancer du sein HER2+, il est donc nécessaire de caractériser ses 

interacteurs, notamment ceux impliqués dans la formation de tumeurs primaires et dans le 

processus métastatique. 

 

1.4. La glycoprotéine membranaire MPZL1, nouvel acteur signalétique 

dans la glande mammaire 

 

MPZL1 est une glycoprotéine membranaire dont le rôle signalétique est peu caractérisé. 

Dans les dernières années, différentes études lui ont attribué une implication dans la 

progression tumorale, notamment dans l’établissement de métastases et dans la résistance au 

Trastuzumab dans le cancer du sein HER2+ (Jia et al., 2014; Lapin et al., 2014). 

 

1.4.1. Structure de MPZL1 

 

MPZL1 ou Myelin Protein Zero-Like protein 1, encore appelée PZR pour Protein Zero-

Related, est une glycoprotéine membranaire de type I présentant un domaine 

transmembranaire unique (Fig. 1.11). Son domaine extracellulaire est constitué d’un peptide 

signal assurant sa localisation, ainsi que d’un domaine « immunoglobuline-like » comprenant 

deux résidus cystéine, présentant 99.1% d’identité avec le domaine variable des 

immunoglobulines (IgV) (Roubelakis et al., 2007; Zhao and Zhao, 1998). Cette portion 

extracellulaire présente deux sites potentiels de N-glycosylation chez l’humain, et trois chez 

la souris. Par la suite il a été démontré que MPZL1 est effectivement N-glycosylée 

(Roubelakis et al., 2007; Zhao and Zhao, 1998). Il a d’ailleurs été suggéré que cette 
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glycosylation soit régulée de manière tissu-spécifique en raison de la variation du profil de 

migration sur gel de MPZL1 extraite de différentes lignées cellulaires (Kusano et al., 2008). 

 

 

 

Figure 1.11 : Structure de la protéine MPZL1 et de ses isoformes. 

A- La protéine MPZL1 présente un domaine de type immunoglobuline V dans sa partie 

extracellulaire arborant 2 sites de N-glycosylation, Asn50 et Asn130, représentés par un 

losange bleu. Ce domaine inclue également deux cystéines (triangles gris) engageant un pont 

disulfure, noté PDS. La région transmembranaire de MPZL1 est constituée d’une unique 

hélice . La partie intracellulaire de MPZL1 présente deux motifs ITIM incluant les tyrosines 

Y241 et Y263, représentées par un rond jaune. B- L’isoforme principal de MPZL1 présente 

2 sites de glycosylation (ronds bleus), 2 cystéines (S) impliquées dans un pont disulfure, et 

deux tyrosines ancrées dans des motifs ITIM (Y241 et Y263). Les 2 isoformes alternatifs de 

MPZL1 identifiés, MPZL1a et MPZL1b présentent une queue cytoplasmique tronquée, et 

n’arborent pas de motif ITIM. 

 

Le domaine extracellulaire de MPZL1 partage 45.8% d’identité et 60.2% de similarité de 

séquence protéique avec la myéline P0, une protéine impliquée dans la formation et la 

structure de la gaine de myéline périphérique, via des interactions homophiliques permettant 

de rapprocher les feuillets de membrane plasmique lors de la spiralisation des cellules de 
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Schwann (Lemke and Axel, 1985; Zhao and Zhao, 1998). Le domaine intracellulaire de 

MPZL1 contient deux motifs dits ITIM pour Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory 

motif (Zhao and Zhao, 1998). Ces motifs en tandem, de séquence consensus {I/L/V}-x-x-Y-

x-{L/V}, ont été décrits initialement dans la séquence de récepteurs de l’immunité tels que 

FCRIIB (Daëron et al., 2008; Muta et al., 1994). La liaison de ces récepteurs immunitaires 

à leur ligand induit la phosphorylation des résidus tyrosine au sein des ITIM par des kinases 

de la famille SRC. Ceci permet le recrutement et l’activation de phosphatases telles que 

PTPN6 et PTPN11 via les domaines SH2 en tandem de ces dernières. La présence de deux 

motifs ITIM en tandem permet d’augmenter la spécificité d’interaction avec des protéines 

présentant deux domaines en tandem de liaison à des résidus pY tels que les deux domaines 

SH2 des phosphatases PTPN6 et 11 (Ottinger et al., 1998). Les phosphatases ainsi activées 

permettent la déphosphorylation de nombreuses protéines, et présentent ainsi un rôle général 

d’inhibition de la signalisation, notamment dans la régulation de la réponse immunitaire 

(Daëron et al., 2008). 

MPZL1 est conservée du poisson zèbre, Danio rerio, à l’humain. Chez le poisson zèbre, 

la souris et l’humain, son expression est ubiquitaire, et elle est détectée dans des stades 

précoces du développement dans différents modèles animaux (Paardekooper Overman et al., 

2014; Roubelakis et al., 2007; Zhao and Zhao, 2003). D’autre part, deux isoformes alternatifs 

de MPZL1, dénommés MPZL1a et MPZL1b, ont été mis en évidence chez l’humain, et 

l’isoforme MPZL1b a également été détecté chez la souris (figure 1.11B). L’isoforme 

MPZL1a n’a été détecté qu’au niveau de son ARNm, tandis que la forme protéique de 

l’isoforme MPZL1b a été confirmée dans des cellules humaines (Zhao and Zhao, 2003). Ces 

deux derniers, issus d’épissage alternatif, présentent une séquence tronquée et diffèrent de 

l’isoforme principal uniquement par leur partie intracellulaire qui ne contient pas les ITIM 

(Fig. 1.11) (Roubelakis et al., 2007; Zannettino et al., 2003; Zhao and Zhao, 2003). 

L’expression de l’isoforme MPZL1b est ubiquitaire, tout comme l’isoforme principal. 

Cependant l’expression relative des deux isoformes varie en fonction du tissu et du type 

cellulaire chez l’humain (Zannettino et al., 2003; Zhao and Zhao, 2003). 
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1.4.2. Fonctions signalétiques connues de MPZL1 

 

Caractérisée pour la première fois à la fin des années 1990, MPZL1 a été suggérée détenir 

un rôle important dans la signalisation cellulaire en tant qu’interacteur et potentiel substrat 

de PTPN11 (Zhao and Zhao, 1998; Zhao et al., 1995). Une série de publications du 

laboratoire du Dr Zhao a permis de caractériser les déterminants moléculaires de l’association 

de cette glycoprotéine à la tyrosine phosphatase PTPN11, ainsi que la stimulation de la 

signalisation dépendante de MPZL1 par son association avec des facteurs extracellulaires tels 

que la lectine végétale concanavaline A (Zhao and Zhao, 2000, 2003, 1998, Zhao et al., 2002, 

1995). Il a ainsi été décrit que MPZL1 interagit avec la kinase SRC de façon constitutive 

(Zhao et al., 2002). Lors de l’association de MPZL1 à certains constituants extracellulaires 

ou potentiels ligands, la kinase SRC associée à la glycoprotéine est activée par 

phosphorylation, par un mécanisme encore inconnu à ce jour. La kinase SRC ainsi activée 

est responsable de la phosphorylation des résidus Y241 et Y263 inclus dans les ITIM de 

MPZL1, permettant ainsi le recrutement de PTPN11 à la membrane (Fig. 1.12) (Zhao and 

Zhao, 2000; Zhao et al., 2002). Contrairement à la plupart des ITIM décrits dans la littérature 

qui peuvent interagir avec PTPN6 ou PTPN11 indifféremment, ceux de MPZL1 lient les 

domaines SH2 de PTPN11 de façon très spécifique et n’interagissent pas avec PTPN6 (Zhao 

and Zhao, 1998). 

L’interaction de PTPN11 avec MPZL1 permet le relâchement de l’auto-inhibition de son 

activité phosphatase assurée par les contacts établis entre son premier domaine SH2 et le 

domaine catalytique (Hof et al., 1998; Zhao et al., 2003). La fonction des phosphatases dans 

la signalisation est souvent considérée restreinte à leur rôle de régulateur négatif, par 

déphosphorylation inactivatrice des acteurs de voies de signalisation en aval des récepteurs 

aux facteurs de croissance, par exemple. Cependant, la phosphatase PTPN11 a été démontrée 

comme ayant un rôle positif dans la signalisation, essentiel à différents processus (Perrimon 

et al., 1995). Cette phosphatase est ainsi requise à l’activation soutenue de la voie 

RAS/MAPK en aval de certains RTK (Araki et al., 2003; Cunnick et al., 2002; Holgado-

Madruga et al., 1996). L’association de MPZL1 à la concanavaline A, qui induit sa 

phosphorylation ainsi que le recrutement et l’activation de PTPN11 conduit notamment à des 

changements morphologiques cellulaires importants. Il a donc été proposé dans ces études 
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que PTPN11 puisse présenter ici un rôle positif de transduction du signal en aval de MPZL1 

(Zhao et al., 2002). 

 

 

Figure 1.12 : Interactions et fonctions cellulaires connues de MPZL1 

La protéine MPZL1 est constitutivement associée à la kinase SRC. Lors de l’adhésion 

cellulaire sur certains constituants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, la 

kinase SRC alors activée phosphoryle les résidus Y241 et Y263 de MPZL1, qui appartiennent 

à des motifs ITIM. Ces derniers permettent le recrutement membranaire de la phosphatase 

PTPN11 et ainsi son activation. Le complexe MPZL1-PTPN11 a été impliqué dans 

différentes fonctions cellulaires, dont la migration, l’adhésion et la prolifération. 

 

Il a par la suite été suggéré que MPZL1 soit impliquée dans la reconnaissance du 

microenvironnement (matrice extracellulaire et cellules avoisinantes), ainsi que dans le 

contrôle de fonctions cellulaires dépendantes de cette reconnaissance, telles que l’adhésion, 
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la migration et la prolifération cellulaire. En effet, MPZL1 est hyperphosphorylée lors de 

l’adhésion cellulaire à des protéines extracellulaires telles que la fibronectine, et cette 

phosphorylation est inhibée par PP1, un inhibiteur des kinases de la famille SRC (Eminaga 

and Bennett, 2008; Zhao et al., 2002). Par la suite, il a été démontré que la surexpression de 

MPZL1 conduit, de façon dépendante de l’activation de PTPN11, à une augmentation de la 

motilité cellulaire sur fibronectine de fibroblastes embryonnaires murins (Zannettino et al., 

2003). D’autre part, une étude a démontré un rôle de MPZL1, dépendant encore une fois de 

PTPN11, dans l’activation de ERK médiée par l’adhésion cellulaire sur fibronectine 

(Eminaga and Bennett, 2008). Une étude récente a de plus montré que MPZL1 facilite la 

migration et l’invasion de cellules d’hépatome, via la phosphorylation et l’activation de SRC 

et de la cortactine (CTTN) (Jia et al., 2014). Une autre étude a quant à elle démontré que la 

surexpression de MPZL1 augmente la migration cellulaire sur fibronectine, alors que cette 

surexpression n’influence pas la migration sur collagène de type IV, gélatine, laminines, ou 

bien en absence de substrat, suggérant ainsi que ces composants n’induisent pas de 

signalisation dépendante de MPZL1 (Roubelakis et al., 2007). Un rôle de MPZL1 dans la 

migration cellulaire sur fibronectine a également été mis en évidence dans le contexte 

d’infections virales par une étude qui a caractérisé cette glycoprotéine comme interacteur de 

certaines protéines virales (Martinez-Martin et al., 2016). 

Cependant, il semblerait que l’effet de MPZL1 dans ces processus soit très dépendant du 

modèle expérimental, et potentiellement du type cellulaire et tissulaire (Kusano et al., 2008). 

En effet, une étude a démontré que la motilité de cellules endothéliales sur fibronectine n’était 

pas affectée par la déplétion de MPZL1 (Kusano et al., 2008). Ces résultats, suggèrent que 

les fonctions de la glycoprotéine dans la migration cellulaire sur fibronectine dépendent donc 

du type cellulaire (Jia et al., 2014, Roubelakis et al., 2007, Zannettino et al., 2003). Par 

ailleurs, il a été démontré que seule la protéine pleine longueur facilitait la migration de 

cellules sanguines sur fibronectine, contrairement aux isoformes MPZL1a et b, qui agiraient 

comme des dominants négatifs (Zannettino et al., 2003). Étant donné que l’expression 

relative de l’isoforme principal et MPZL1b est régulée au niveau tissulaire, ce phénomène a 

été proposé comme un mécanisme de régulation de la signalisation de MPZL1 (Zhao and 

Zhao, 2003). La signalisation induite par MPZL1 dépendrait ainsi du niveau relatif de ces 

isoformes, et donc serait très fortement dépendante du modèle cellulaire utilisé. 
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Enfin, il a été montré que MPZL1 et sa phosphorylation sont requises à la gastrulation 

chez le poisson zèbre (Paardekooper Overman et al., 2014). Cette étude, ainsi que d’autres 

travaux, ont mis en évidence le rôle primordial de MPZL1 dans le recrutement membranaire 

de PTPN11, requis pour l’activation de cette dernière, notamment à cette étape du 

développement. Ces travaux ont de plus souligné l’implication de MPZL1 dans les 

syndromes développementaux de Noonan et LEOPARD, causés par mutations activatrices 

de PTPN11 (Eminaga and Bennett, 2008; Paardekooper Overman et al., 2014). 

 

1.4.3. Implication de MPZL1 dans la progression tumorale 

 

La reconnaissance du microenvironnement et l’adaptation cellulaire à ce dernier au niveau 

des fonctions de prolifération, d’adhésion, de migration et d’invasion sont absolument 

nécessaires à l’homéostasie cellulaire et tissulaire. La modification du microenvironnement 

et de sa perception par les cellules tumorales constitue ainsi une des caractéristiques 

primordiales de la progression tumorale (Hanahan and Weinberg, 2011). Un intérêt 

grandissant a ainsi été apporté aux glycoprotéines transmembranaires comme acteurs de cette 

reconnaissance et en tant que cibles thérapeutiques potentielles (Kufe, 2013; Price-Schiavi et 

al., 2002). L’implication de MPZL1 dans ces fonctions a été proposée par plusieurs études. 

En effet, il a été montré que la concanavaline A, très étudiée dans les années 70 pour son 

action tumoricide in vitro et in vivo, se lie au domaine extracellulaire de MPZL1 et induit la 

phosphorylation de cette dernière (section 1.4.2) (Burger and Noonan, 1970; Zhao et al., 

2002). De plus, cette étude a démontré que l’adhésion et les changements morphologiques 

cellulaires médiés par la concanavaline A dépendent du niveau d’expression de MPZL1, ainsi 

que de la formation d’agrégats de MPZL1 ayant un domaine intracellulaire fonctionnel (Zhao 

et al., 2002). MPZL1 a donc été mis en évidence comme un acteur majeur de la signalisation 

induite par la concanavaline A, et proposé comme intermédiaire de l’action tumoricide de 

cette dernière (Zhao et al., 2002). 

Plus récemment, une étude a révélé que le gène MPZL1 présentait une altération du 

nombre de copies dans près de 50% des cas de cancer du foie (Jia et al., 2014). Cette étude a 

également démontré que les niveaux d’expression de MPZL1 contrôlent les capacités 

migratoires et invasives des cellules d’hépatome via SRC et CTTN, ainsi que la formation de 
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métastases au poumon dans un modèle murin (Jia et al., 2014). Une autre étude a suggéré un 

rôle de MPZL1 dans la prolifération de cellules de cancer du sein et dans la résistance au 

Trastuzumab, inhibiteur ciblé de HER2 (Lapin et al., 2014).  

MPZL1 semble ainsi être impliquée dans la reconnaissance du microenvironnement par 

la stimulation de ses fonctions signalétiques spécifiques à certains constituants de la matrice 

extracellulaire. La promotion de l’adhésion, de la migration et de la prolifération cellulaires 

par MPZL1 phosphorylée suggère que cette glycoprotéine puisse ainsi constituer un nouvel 

acteur du contrôle de l’homéostasie et de la progression tumorale. 

 

1.5. Hypothèse et objectifs 

 

La protéine adaptatrice GRB2, impliquée dans la transduction du signal en aval des RTK, 

régule donc la spécificité et la diversité des réponses cellulaires par ses interactions avec 

différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs. La suractivation du RTK HER2 dans 

15-20% des cas de cancer du sein (dits HER2+) est associée à un mauvais pronostic. GRB2 

interagit avec ce dernier et recrute ainsi des complexes signalétiques soutenant l’oncogenèse 

et la progression tumorale induites par HER2. Cette protéine adaptatrice constitue de ce fait 

un acteur majeur de la signalisation en aval de HER2. Nous avons donc émis l’hypothèse que 

les réseaux d’interactions de GRB2 sont modifiés au cours de la progression tumorale du 

cancer du sein HER2+, soutenant par ces modifications la signalisation pro-tumorale HER2-

dépendante. L’objectif général de ma thèse était donc de caractériser les réseaux 

d’interactions de GRB2 au cours de la progression tumorale et l’implication fonctionnelle 

des interactions caractérisées dans le processus oncogénique HER2-dépendant. Mon projet 

de thèse est ainsi axé autour de deux objectifs, soit (1) identifier les interactions de GRB2 et 

leurs modifications dans des cellules de cancer du sein HER2+ (chapitre 2) ainsi que dans 

des modèles de progression tumorale HER2+ (chapitre 3), et (2) caractériser les déterminants 

moléculaires de l’association nouvellement identifiée entre MPZL1 à GRB2 (chapitre 2). 
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2. Chapitre 2 : MPZL1 forms a signalling complex with 

GRB2 adaptor and PTPN11 phosphatase in HER2-positive 

breast cancer cells 
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2.1. Avant-propos 

 

Mon projet de doctorat avait pour objectif de caractériser les réseaux de signalisation de 

GRB2 au cours de la progression tumorale dans le cancer du sein HER2+. Ces études ont été 

effectuées avec l’aide du Dr F. Chartier. Ces travaux ont permis de mettre en évidence de 

nouveaux interacteurs de GRB2 non recensés dans la littérature, et tous potentiellement 

impliqués dans la signalisation pro-tumorale via le récepteur HER2. J’ai choisi de concentrer 

la suite de ce projet sur la nouvelle interaction entre MPZL1 et GRB2 en raison du peu 

d’information disponible concernant MPZL1, et de son implication dans le processus 

métastatique. De plus, la caractérisation de son interaction avec PTPN11 apportait des 

informations précieuses pour orienter la caractérisation des déterminants moléculaires de son 

interaction avec GRB2. J’ai eu l’opportunité de caractériser les déterminants moléculaires de 

cette nouvelle interaction de GRB2 et de souligner le rôle potentiel du nouveau complexe 

ainsi caractérisé dans l’adhésion cellulaire. Ce projet a fait l’objet d’un article publié en 

septembre 2017 dans Scientific Reports. J’ai contribué à la totalité des figures, j’ai analysé 

les données avec mon collègue F. Chartier et j’ai rédigé l’article avec N. Bisson. Ma 

contribution à cet ouvrage est évaluée à 90%. 
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2.2. Résumé 

 

GRB2 est une protéine adaptatrice impliquée dans la signalisation par les RTK. En 

interagissant avec une variété très large de récepteurs membranaires et d’effecteurs 

cytoplasmiques, GRB2 contrôle la spécificité et la diversité des réponses cellulaires. GRB2 

joue un rôle crucial dans la signalisation en aval du RTK oncogénique HER2, notamment 

dans la régulation de la prolifération et de la transformation cellulaires. HER2 est surexprimé 

dans 15-20% des cancers du sein, dits HER2+, et sa surexpression est associée à un mauvais 

pronostic. La capacité de GRB2 à lier différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs 

est centrale à sa fonction de régulation de la signalisation. Nous avons donc émis l’hypothèse 

que dans un contexte de surexpression de HER2, les réseaux d’interaction de GRB2 

incluraient de nouveaux complexes signalétiques participant à la signalisation pro-tumorale 

de HER2. Nous avons ainsi caractérisé les partenaires de GRB2 dans des cellules humaines 

de cancer du sein HER2+ par des expériences de purifications d’affinités combinées à des 

analyses de spectrométrie de masse (AP-MS), une méthode robuste permettant l’étude de 

complexes signalétiques. Ces expériences ont permis d’identifier plus de 30 partenaires de 

GRB2, dont des interacteurs connus (e.g. PTPN11) ainsi que des partenaires non décrits dans 

la littérature tels que MPZL1. Cette dernière est une glycoprotéine membranaire impliquée 

dans la signalisation induite par certains constituants de la matrice extracellulaire. Il a 

précédemment été montré que MPZL1 est impliquée dans le contrôle de l’adhésion et la 

migration cellulaires. Nous avons démontré ici que son interaction avec GRB2 dépend du 

domaine SH2 (SRC Homology domain 2) de cette dernière. Nous avons également mis en 

évidence que la phosphatase PTPN11, connue pour interagir avec MPZL1 et GRB2, fait 

partie de ce complexe. Par la suite, nous avons prouvé que la phosphorylation de deux 

tyrosines sur MPZL1 est nécessaire à sa liaison à GRB2. Nous avons également démontré 

que la fibronectine, qui promeut la phosphorylation de MPZL1, induit l’association du 

complexe à la membrane de cellules de cancer du sein HER2+ en adhésion. Nos données 

suggèrent que le complexe signalétique identifié soit impliqué dans le contrôle de l’adhésion 

cellulaire, fonction cruciale du processus métastatique. 
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2.3. Abstract 

 

HER2 is overexpressed in a significant fraction of breast tumours and is associated with 

a poor prognosis. The adaptor protein GRB2 interacts directly with activated HER2 and is 

sufficient to transmit oncogenic signals. However, the consequence of HER2 activation on 

global GRB2 signalling networks is poorly characterized. We performed GRB2 affinity 

purification combined with mass spectrometry analysis of associated proteins in a HER2+ 

breast cancer model to delineate GRB2-nucleated protein interaction networks. We report 

the identification of the transmembrane protein MPZL1 as a new GRB2-associated protein. 

Our data show that the PTPN11 tyrosine phosphatase acts as a scaffold to bridge the 

association between GRB2 and MPZL1 in a phosphotyrosine-dependent manner. We further 

demonstrate that the formation of this MPZL1-PTPN11-GRB2 complex is triggered by cell 

attachment to fibronectin. Thus, our data support the importance of this new signalling 

complex in the control of cell adhesion of HER2+ breast cancer cells, a key feature of the 

metastatic process. 
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2.4. Introduction 

 

Human Epidermal Growth Factor 2 (HER2) is an oncogenic receptor tyrosine kinase 

(RTK) belonging to the Epidermal Growth Factor (EGF) receptor family1. HER2 is 

overexpressed in 15-20% of breast cancer (BCa) patients (HER2+), and this is associated 

with poor prognosis2. HER2 overexpression initiates transformation and is also involved in 

metastasis as well as chemoresistance3–5. Targeted therapies such as trastuzumab were 

successfully developed and have been commonly utilized in the clinic for the past two 

decades6,7. However, only one-third of patients with HER2-positive metastatic breast tumors 

will respond to this treatment8,9. 

Several molecular mechanisms detailing the consequences of HER2 activation have been 

highlighted1,3,10,11. For example, the adaptor protein Growth factor Receptor-Bound protein 2 

(GRB2), which is overexpressed in a number of BCa cell lines, was reported to be an essential 

proximal mediator of HER23,4. In addition, a constitutively active HER2 (NEU-NT) mutant that 

is unable to bind GRB2 displayed a lower oncogenic potential, arguing for a role for GRB2 in 

HER2 tumor-promoting functions3,4. GRB2 bears a central Src-Homology (SH) 2 domain that 

can bind to phosphorylated residues within the pY-Φ-N-Φ consensus motif (where Φ 

represents an hydrophobic residue). This domain is required for binding to RTKs or cytoplasmic 

Tyr phosphorylated proteins and for the transmission of signals to downstream effectors12,13. The 

latter process involves the two SH3 domains of GRB2, present on the N- and C -terminal side of 

the SH2 domain, respectively. Both GRB2 SH3 domains are able to bind Pro/Arg-rich motifs in 

a constitutive fashion, not requiring any posttranslational modification14. GRB2 key role is thus 

to couple signal from activated RTKs, such as HER2, to downstream effectors such as the 

RAS/MAPK activator SOS. GRB2 has previously been shown to be involved in BCa 

progression, in vitro as well as in murine models in which its expression level was correlated 

with tumor growth15–17. 

MPZL1 (PZR) is a glycoprotein involved in extracellular matrix-induced signal 

transduction18,19. It was recently demonstrated that HER2+ cell proliferation as well as resistance 

to targeted therapies are dependent on its expression levels20. MPZL1 contains a unique 

transmembrane domain and two intracellular Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs 

(ITIM)18. Specific extracellular proteins such as fibronectin have been shown to promote SRC 

Family Kinases phosphorylation of MPZL1 ITIM-embedded Tyr241 and Tyr263 residues 
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19,21,22. This latter event is required for the recruitment and subsequent activation of the 

PTPN11/SHP2 Tyr phosphatase18. In addition, phosphorylated MPZL1 was previously 

linked to the regulation of cell adhesion and migration21,23,24. 

Evidences suggest that the organization of signalling networks is disrupted in cancer. In 

particular, phosphotyrosine (pTyr)-dependent networks are heavily modulated and even 

deregulated in cancer cells25,26. The central role of GRB2 in HER2 signalling led us to 

hypothesize that the analysis of modifications within the GRB2 protein interaction network 

in HER2+ breast cancer cells would lead to the identification of key components required for 

downstream signalling. We combined GRB2 affinity purification (AP) with mass 

spectrometry (MS) identification of associated proteins in HER2+ breast cancer cells to 

delineate GRB2-nucleated protein interaction networks. We report the identification of 

MPZL1 as a new GRB2-associated protein. We show that MPZL1 associates with GRB2 in 

a pTyr-, PTPN11-dependent manner. Our data also demonstrate that the formation of 

MPZL1-PTPN11-GRB2 complex is regulated by cell adhesion on fibronectin. 

 

2.5. Results 

 

2.5.1. Protein interaction network mapping in HER2+ breast cancer cells 

reveals new GRB2 binding partners 

 

To characterize GRB2 signalling complexes in HER2+ breast cancer cells, we generated 

HCC1954 cell lines stably expressing 3xFLAG-tagged GFP and 3xFLAG-GRB2. We 

confirmed that the 3xFLAG-GRB2 chimera was expressed at sub-endogenous levels to 

prevent adverse effects on protein complex stoichiometry, and that it displayed the same 

cytoplasmic localization as endogenous GRB2 (Fig. 2.1a-b). Affinity purification (AP) of 

3xFLAG-GRB2 from cell lysates followed by mass spectrometry (MS) identification led to 

the discovery of 18 proteins in GRB2 complexes, following background subtraction with the 

SAINT algorithm using 3xFLAG-GFP as a control (Fig. 2.1c, Supplementary Table S1)27. 

This list included a number of bona fide GRB2 SH2-dependent partners including PTPN11 

and SHC128, thus confirming the presence of pTyr residues resulting from HER2 

overexpression and activation in HCC1954 cells. Nonetheless, in order to obtain the full 
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complement of phospho-dependent interactions, we repeated experiments using sodium 

orthovanadate (pervanadate, PV), a phosphatase inhibitor that broadly elevates the total level 

of endogenous tyrosine phosphorylation. This led to the identification of another 12 GRB2-

associated proteins (Fig. 2.1c, Supplementary Table S1). Among the 33 proteins that 

constitute the GRB2 signalling network in HER2+ cells, we discovered five candidates that 

were absent in the BioGRID database29. Remarkably, this list comprised three proteins that 

were previously suggested to play a role in breast cancer progression: the Rho family 

GTPases activating protein ARHGEF3530, the membrane-associated glycoprotein MPZL120 

and the adaptor protein STAP231, confirming the validity of our approach. 

 

 

Figure 2.1. Protein interaction network mapping in HCC1954 HER2+ cells reveals new 

GRB2 binding partners. 

(a) Clonal stable cell lines expressing either 3xFLAG-GFP (30 kDa) or 3xFLAG-GRB2 

(28 kDa) fusion proteins were analyzed by Western blot to evaluate transgene expression. 

(b) FLAG-GRB2 cells were analyzed by immunofluorescence to verify protein localization 

(scale bar = 10 μm). (c) GRB2 protein interaction network obtained by AP-MS from 

HCC1954 cells treated or not with a phosphatase inhibitor (PV). Proteins displaying a SAINT 
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score above 0.9 are represented in the network (Supplementary Table S1). Edges represent 

interactions obtained by AP-MS (bold) or previously reported (narrow). 

 

2.5.2. MPZL1 associates with GRB2 in a pTyr, PTPN11-dependent manner 

 

To confirm the association between MPZL1 and GRB2 in other cell types, we transiently 

transfected 3xFLAG-GRB2 or a 3xFLAG-GFP control in HEK293T cells that we used for 

AP followed by Western blotting for MPZL1. We validated their association in cells treated 

with PV (Fig. 2.2a). 

 

Figure 2.2. GRB2 associates with MPZL1 in a phosphotyrosine, SH2 domain-dependent 

manner. 

(a) HEK293T were transiently transfected with FLAG-GFP or GRB2 and lysates were used 

to perform an AP followed by Western blot analysis. (b) HEK293T were transiently 

transfected with FLAG-GFP or GRB2 (WT or point mutants), treated with PV and utilized 

as in (a). 

 

To further characterize the interaction, we introduced substitutions that inactivate the 

conventional binding of the two SH3 domains (W36K, W193K) or the SH2 domain 

(R86M)28. Using bona fide GRB2 SH2 (PTPN11) and SH3 (DNM2) direct binding partners, 

we confirmed the specificity of the GRB2 mutants (Fig. 2.2b). We showed that the MPZL1 
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interaction was fully dependent on the presence of a functional SH2 domain (Fig. 2.2b). 

However, a survey of the MPZL1 sequence did not reveal consensus pTyr binding sites for 

GRB2 SH2 domain, arguing for an indirect interaction. The Tyr phosphatase PTPN11 is a 

well-characterized GRB2 SH2 direct binding partner (Fig. 2.2b) that was previously shown 

to associate with MPZL1 in a pTyr-dependent manner18,32. We also identified PTPN11 in our 

AP-MS experiments from HCC1954 cells (Fig. 2.1c). To explore the existence of GRB2-

MPZL1-PTPN11 signalling complex in intact cells, we immuno-precipitated endogenous 

MPZL1 and detected by Western blotting both PTPN11 and GRB2 (Fig. 2.3a). 

 

Figure 2.3. The tyrosine phosphatase PTPN11 is required as a scaffold for the 

GRB2/MPZL1 interaction. 

(a) HEK293T were treated with PV and lysates were used to perform APs using the indicated 

antibodies, followed by a Western blot analysis. (b) HEK293T cells were depleted of 

endogenous PTPN11 using DsiRNAs and transiently transfected with FLAG-GFP or GRB2 
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transgenes. FLAG APs were performed on cell lysates following PV treatment and analyzed 

by Western blot. (c) Cells obtained as in (b) were transfected with a GFP-tagged murine 

PTPN11 that is DsiRNA-resistant. Cells were treated with PV and FLAG APs were 

performed for each condition, prior to Western blotting analysis. (d) HEK293T cells were 

transfected with FLAG-GFP, MPZL1 (WT or non-phosphorylatable Y/F point mutants), 

treated with PV and utilized for FLAG APs - Western blotting. 

 

Conversely, MPZL1 and GRB2 were both present in immuno-precipitated endogenous 

PTPN11 complexes. These results confirmed that all three proteins were part of a pTyr-

dependent protein complex. To assess the requirement of PTPN11 in the network, we 

examined the GRB2-MPZL1 association in cells transiently depleted of PTPN11 using 

DsiRNAs. We found that the presence of MPZL1 in GRB2 affinity-purified complexes was 

directly correlated with PTPN11 levels, suggesting that the latter is required as a scaffold for 

the signalling complex (Fig. 2.3b). This finding was further supported by our observation 

that MPZL1 levels were increased in GRB2 complexes upon expression of a GFP-PTPN11 

transgene that is siRNA-resistant (Fig. 2.3c).  

MPZL1 ITIMs (Tyr241 and Tyr263) were previously shown to bind both PTPN11 SH2 

domains32. To determine whether the phosphorylation of these residues is required, we 

introduced Y241F and Y263F mutations, alone or in combination, in 3xFLAG- MPZL1. AP 

followed by Western blotting revealed that while PTPN11 binding was lost only for the 

compound MPZL1 mutant as expected, Tyr241 was mainly responsible to maintain the 

association with GRB2 (Fig. 2.3d). Together, our data show that MPZL1 associates with 

GRB2 in a complex that is dependent on tyrosine phosphorylation, using PTPN11 as a 

scaffold. 

 

2.5.3. MPZL1-PTPN11-GRB2 complex formation is regulated by cell 

adhesion on fibronectin 

 

The MPZL1 membrane glycoprotein was shown to be phosphorylated by SRC family Tyr 

kinases upon its attachment to specific extracellular matrix proteins including fibronectin19,23. 

To explore whether MPZL1-PTPN11-GRB2 complex formation is regulated by attachment 

to fibronectin, we expressed 3xFLAG-GRB2 or 3xFLAG-GFP in HEK293T cells, which we 

seeded either on plastic or on fibronectin. We analyzed FLAG affinity -purified complexes 
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by Western blotting and found that both MPZL1 and PTPN11 were associated with GRB2 

following fibronectin attachment (Fig. 2.4a). 

 

 

 

Figure 2.4. Cell adhesion on fibronectin triggers GRB2-MPZL1 complex formation at 

the plasma membrane. 

(a) HEK293T cells expressing FLAG-GFP or GRB2 were seeded on plastic or fibronectin 

for ten minutes before lysis. PV treated cells were used as a positive control. FLAG APs 

were performed for each condition and analyzed by Western blot as indicated. (b) HCC1954 

cells were seeded on polylysine or fibronectin for 15 minutes before fixation. 

Immunofluorescence against GRB2 and MPZL1 was performed to assess the cellular 

localization. Confocal images of the z-axes (indicated by yellow lines) are shown on the left 

side (y- z axis) or on top (x-z axis) of the panels showing merged images, for which nuclei 

were stained with DAPI. Representative images are presented (scale bar = 5 μm). (c) 

HCC1954 cells were depleted of endogenous PTPN11 using DsiRNAs. (d) PTPN11-

depleted cells were seeded on fibronectin for 15 minutes prior to fixation and 
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immunofluorescence. Confocal images of the z-axes (indicated by yellow lines) are shown 

on the left side (y-z axis) or on top (x-z axis) of the panels showing merged images, for which 

nuclei were stained with DAPI. Representative images are shown (scale bar = 5 μm). 

 

To extend this observation to HCC1954 cells, we assessed MPZL1 and GRB2 localization 

via immuno- fluorescence following attachment. MPZL1 and GRB2 were rather ubiquitously 

distributed in cells seeded on polylysine (Fig. 2.4b). In contrast, adhesion to fibronectin 

induced a colocalization of MPZL1 and GRB2 at the plasma membrane. Moreover, under 

this condition both proteins also localized in the nucleus; this was particularly evident for 

GRB2. To examine the requirement for PTPN11 in complex formation in HER2+ breast 

cancer cells, we analyzed GRB2 and MPZL1 localization in cells depleted of PTPN11 (Fig. 

2.4c). We found that the proteins did not colocalize at the plasma membrane following 

PTPN11 knockdown when compared to controls (Fig. 2.4d). Together, our data indicate that 

the colocalization of GRB2 and MPZL1 at the plasma membrane in fibronectin-adhering 

cells depend on their ability to associate via PTPN11. Thus, our data along with previous 

findings lead us to propose a model where cell attachment to fibronectin induces the 

association between GRB2 and PTPN11, which are further recruited to MPZL1 at the plasma 

membrane to form a functional signalling complex. 

 

2.6. Discussion 

 

We have used AP-MS to map a GRB2-centric protein interaction network in HER2+ 

breast cancer cells. We have identified GRB2 SH2-dependent interactors HER2, EGFR, 

PTPN11 and SHC1 in protein complexes via AP-MS from cultured HCC1954 cells, without 

stimulation or phosphatase inhibition. This observation confirmed that HER2 overexpression 

in these cells induces pTyr levels that are sufficient to nucleate GRB2 signalling complexes. 

This study and previous investigations on GRB2 signalling networks using quantitative mass 

spectrometry in HER2 -negative cells clearly revealed that these SH2-dependent partners are 

usually not found in non-stimulated cells28 (Fig. 2.2a). Here, we found that HER2 

overexpression was sufficient to initiate assembly of GRB2-centric protein interaction 

networks. 
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In addition to confirming a number of SH2- and SH3-dependent components of GRB2 

signalling networks, our work revealed five new GRB2 binding partners. Among them, we 

found the membrane-associated glycoprotein MPZL1. Its association with GRB2 required 

either cell attachment on fibronectin, or treatment with a phosphatase inhibitor. This 

suggested that HER2 activation is not sufficient to induce MPZL1 phosphorylation on Tyr 

residues 241 and 263, which are required to sustain complex formation. This finding was 

surprising since it was previously reported that SRC activation may lead to MPZL1 

phosphorylation19,23. This activation of SRC was shown to happen either by a direct 

interaction with the cytoplasmic domain of integrins33, or in the context of HER2 

overexpression34. Although it did not seem to be the case here, it remains possible that SRC 

regulates MPZL1 signalling. Consistent with this, it was described that MPZL1 stable 

overexpression led to SRC and SHP2 activation, the former being required for the regulation 

of migration and invasion of hepatocellular carcinoma cells dependent on cortactin21, which 

was also previously identified as a GRB2 binding partner35. 

Interestingly, we have shown that the GRB2 association with MPZL1 relies 

predominantly on the phosphorylation of Tyr 241 on the latter, and less so on Tyr 263. This 

is contrary to reports suggesting that both residues are equally important for their association 

with PTPN11 SH2 domains32. Therefore, it remains possible that PTPN11 may not be the 

sole intermediate bridging GRB2 and MPZL1. Further experiments, including MPZL1 

interactome mapping, will be required to identify putative additional components of this 

functional signalling complex. 

In addition to MPZL1, a few other novel GRB2-associated proteins that we identified in 

our MS experiments were linked with breast cancer. The STAP2 adaptor contains an SH2-

like domain. It is also a substrate for tyrosine kinase PTK643, which is overexpressed in a 

significant fraction of breast tumors44, 45. It was reported that STAP2 depletion significantly 

decreases proliferation of breast cancer cells46, 47. The Rho guanine nucleotide exchange 

factor (GEF) ARHGEF35 (ARHGEF5-like) is another intriguing candidate due to its high 

similarity with ARHGEF5, which was also unambiguously identified in our analysis of 

GRB2 signalling networks (Fig. 2.1c). ARHGEF5 was previously shown to promote breast 

malignancy48. Both Rho GEFs are overexpressed in a significant proportion of breast 
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tumors45, 49. STAP2 and ARHGEF35 represent two interesting candidates that might play 

important roles in GRB2-dependent HER2 oncogenic signalling. 

Overall, our discovery that the MPZL1-PTPN11-GRB2 complex formation is regulated 

by cell adhesion on fibronectin is consistent with the implication of GRB2 in integrin 

signalling36,37. This is also supported by the colocalization at the plasma membrane of GRB2 

and MPZL1 upon cell adhesion on fibronectin (Fig. 2.4b). Further investigations will be 

required to establish the biological repercussions of the GRB2-MPZL1 association. The 

importance of MPZL1 for GRB2-PTPN11 localization in cells adhering to fibronectin, as 

well as its requirement for the activation of oncogenic signalling downstream of GRB2 in 

the context of HER2+ breast cancer are key questions that will need to be addressed. 

 

2.7. Methods 

 

2.7.1. Constructs 

 

Human GRB2 (NCBI clone NM_002086) was subcloned into pMSCVpuro (Clontech) with 

an N -terminal 3xFLAG epitope tag (Sigma) to generate stable cell lines. The following 

cDNAs were subcloned into the pcDNA3.1- vector (Invitrogen) with a 3xFLAG or a GFP 

(Clontech) epitope tag: MPZL1 (BC007881), PTPN11 (Addgene #8381, Ben Neel). Point 

mutations were introduced using the QuickChange II strategy (Stratagene). All inserts were 

fully sequenced and protein expression was verified. The DsiRNA (IDT) sequences targeting 

PTPN11 were as follows (Seq#1 : Sense : rCrGrCrUrArArGrArGrAr 

ArCrUrUrArArArCrUrUrUrCrAAA; Antisense : rUrUrUrGrArArArGrUrUrUrArArGrU 

rUrCrUrCrUrUrArGrCrGrUrA; Seq#2 : Sense : rCrArArGrArArCrArGrArCrGrCrArAr 

GrAArArGrUrUrUAT; Antisense : rArUrArArArCrUrUrUrCrUrUrGrCrGrUrCrUrGrUr 

UrCrUrUrGrArU). Non-targeting DsiRNAs (IDT) were used as negative controls. 

 

2.7.2. Cell culture and transfection 

 

HCC1954 and HEK293T cells were obtained from ATCC and cultured as recommended by 

the manufacturer. Transfections were performed using polyethylenimine (PEI) for HEK293T 
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or AMAXA 4D nucleofection (Lonza) for HCC1954. Stable HCC1954 cells were selected 

with puromycin (0.75 μg/mL) for two weeks. Individual clones were picked and selected 

based on transgene expression. DsiRNAs (10nM) were transfected using Jetprime (Polyplus) 

for HEK293T following manufacturer’s guidelines, or using Lipofectamine 2000 

(ThermoFisher) for HCC1954, as described20. 

 

2.7.3. Cell adhesion on fibronectin 

 

Fibronectin 20 μg/mL (Sigma -Aldrich) or 0.01% polylysine (Sigma-Aldrich) solutions were 

used to coat petri dishes or glass coverslips for 1 hour at 37°C. HEK293T or HCC1954 cells 

were resuspended with 0.2% trypsin (Invitrogen) for 1-5 minutes at 37°C, pelleted and 

resuspended in serum- free medium. Cell solutions were incubated at 37°C for 30 minutes 

with agitation, prior to seeding on fibronectin or polylysine-coated surfaces for 10 or 15 

minutes before cell lysis or fixation, respectively. 

 

2.7.4. Cell lysis and affinity purification 

 

Cells were grown to 95% confluency prior to lysis. Tyrosine phosphatase inhibition was 

achieved by addition of 100 μM sodium orthovanadate (Sigma-Aldrich) pre-activated with 

30% H2O2 (1: 200) to cell medium for 20 minutes. Cells were washed with ice cold PBS 

before lysis. Proteins were extracted by scraping the cells in ice-cold lysis buffer, as described 

elsewhere38, and normalized according to their protein concentrations as measured by Lowry. 

Lysates were incubated for 1h30 at 4°C with M2 affinity resin (Sigma) for FLAG APs. For 

endogenous APs, lysates were incubated with 5 μg of antibody overnight at 4°C. Protein G -

coupled Dynabeads® (Thermo) were then added and incubated for 30 minutes at 4°C. Beads 

were washed three times with lysis buffer. For Western blotting, beads were resuspended in 

4x Laemmli buffer. For MS experiments, beads were additionally washed twice with 20 mM 

Tris pH 7.4 and proteins were eluted by incubating with agitation at 4°C with 50mM H3PO4 

before digestion. 
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2.7.5. Western Blotting and antibodies 

 

Proteins were resolved on 8 to 15% polyacrylamide gels and transferred onto nitrocellulose 

membranes (GE Healthcare). Loading was verified with Ponceau S (Sigma- Aldrich) 

staining. Membranes were blocked in 5% non fat milk in TBS for 1 hour at room temperature 

before being incubated with antibodies overnight at 4 °C in TBS-T supplemented with 5% 

BSA or 1% non fat milk according to manufacturer recommendations. Antibodies used were 

as follows: mouse GRB2 (BD Bioscience), rabbit PTPN11 (Santa Cruz), rabbit MPZL1 (Cell 

Signalling Technology), mouse tubuline (Cell Signalling Technology) or goat dynamin 2 

(Santa Cruz). Membranes were washed with TBS-T before being incubated for 1 hour at 

room temperature with the following HRP-linked antibodies diluted in 1% milk in TBS-T : 

anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich), horse anti-mouse IgG (Cell Signalling Technology), goat 

anti-rabbit (Cell Signalling Technology) or rabbit anti-goat IgG (Thermo). Signal was 

revealed using BioRad Clarity Western ECL substrate and detected either on Hyblot CL 

autoradiography films (Denville) or with an Amersham Imager 600RGB (GE Healthcare). 

Signal quantification was performed using Image J software gel analysis tools (NIH). 

 

2.7.6. Immunofluorescence 

 

Following cell adhesion, coverslips were washed twice with PBS and fixed with 4% 

paraformaldehyde pH 7.4 (BioShop) for 15 minutes at room temperature. After three washes 

with PBS, fixed cells were permeabilized using 0.2% Triton (Sigma-Aldrich) for 15 minutes 

at room temperature. Coverslips were blocked in PBS supplemented with 10% normal goat 

serum (Wisent) and 0.1% NP40 (Sigma-Aldrich) for 1 hour at room temperature and 

incubated with the following antibodies diluted in blocking solution: mouse FLAG (Sigma-

Aldrich); mouse GRB2 (BD Biosciences), rabbit GRB2 (Santa Cruz) or rabbit MPZL1 (Cell 

Signalling Technology) for 1 hour at room temperature and then overnight at 4°C. After 

washes in 0.1% NP40 in PBS, coverslips were incubated with Alexa 568-conjugated goat 

anti-rabbit (Invitrogen) or Alexa 488-conjugated goat anti-mouse (Cell Signalling 

Technology) antibodies for 1 hour at room temperature. They were washed three times with 

0.1% NP40 in PBS and twice with PBS before being mounted on slides using ProLong Gold 
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antifade with DAPI (Thermo Fisher). Pictures were acquired with an Olympus FV1000 using 

the FluoView software or with a Nikon Eclipse E600 imaging system using MetaView. 

 

2.7.7. Mass spectrometry sample preparation and analysis 

 

Samples for mass spectrometry were prepared as detailed elsewhere38. Identification of the 

proteins was carried out on a 5600+ TripleTOF mass spectrometer (Sciex) with a 

nanoelectrospray ion source and coupled to a Ekspert NanoLC425 reversed-phase nanoscale 

capillary liquid chromatography (Eksigent). Digested peptides were separated on a nano 

cHiPLC column (3u, 120A C18, 15 cm x 0.075 mm internal diameter). Peptides were eluted 

in a 90-minute linear gradient of 5-35% of solvent B (acetonitrile, 0.1% formic acid) at 300 

nL/min. Mass spectra were acquired using a data dependent acquisition mode using Analyst 

version 1.7 (Sciex). Each full scan mass spectrum (400 to 1250 m/z) was followed by 

collision-induced dissociation of the twenty most intense ions. Dynamic exclusion was set 

for a period of 12 seconds and a tolerance of 100 ppm. 

MS/MS peak lists were generated using Protein Pilot version 5.0 (Sciex). MGF sample files 

were then analyzed using Mascot (Matrix Science, London, UK; version 2.4.0) and X! 

Tandem (The GPM, thegpm.org; version CYCLONE (2010.12.01.1). Both were set up to 

search against the Uniprot Homo sapiens reference proteome (March 2014 release, 69150 

entries) assuming the digestion enzyme trypsin. The protein sequences of the GFP and GRB2 

FLAG-tagged constructs were added to the database to estimate coverage. 

Databases were searched with a fragment ion mass tolerance of 0.100 Da and a parent ion 

tolerance of 0.100 Da. Carbamidomethylation of cysteine was specified as a fixed 

modification for all samples. Oxidation of methionine and phosphorylation of serine, 

threonine and tyrosine were specified as variable modifications for all samples. Conversion 

of glutamate and glutamine to pyroglutamate and deamidation of asparagine and glutamine 

were specified as variable modification for a subset of samples. Two missed cleavages were 

allowed. Scaffold version 4.7.5 (Proteome Software Inc.) was used to validate MS/MS based 

peptide and protein identifications. Protein identifications were accepted if they could be 

established at greater than 98% probability to achieve a FDR less than 1% and contained at 

least 1 identified peptide. Protein probabilities were assigned by the Protein Prophet 
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algorithm40. Proteins that contained similar peptides and could not be differentiated based on 

MS/MS analysis alone were grouped to satisfy the principles of parsimony. 

Gene names for each of the validated proteins and their corresponding spectral counts in 

samples of each of three replicates were exported as a matrix according to SAINT 

algorithm guidelines27. SAINT express statistical analyses of the biological triplicates 

were performed with inclusion of the internal 3xFLAG-GFP controls, and proteins 

presenting a SAINT score above 0.9 were considered bona fide interactors. Each 

relationship between bait (GRB2) and prey (each validated protein) was represented in 

the final network with Cytoscape software (version 3.5.0)41. Known interactions 

between the proteins included in the GRB2 network were imported using the Cytoscape 

plugin tool Bisogenet42. 
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3. Chapitre 3 : Analyse protéomique des modifications dans les 

réseaux d’interaction de GRB2 dans des modèles de progression 

tumorale du cancer du sein HER2+ 

 

Tel que présenté auparavant, la protéine adaptatrice GRB2 est impliquée dans le contrôle 

de nombreuses fonctions cellulaires dérégulées dans le cancer, comme la prolifération, 

l’apoptose, l’adhésion ou encore la migration cellulaires. Dans le cancer du sein, et plus 

particulièrement le cancer mammaire HER2+, de nombreuses études ont de plus souligné 

l’implication de GRB2 dans le processus métastatique (Cheng et al., 1998; Dankort et al., 

2001; Giubellino et al., 2007), notamment via la participation de cette protéine adaptatrice 

dans la transition épithélio-mésenchymateuse induite par le TGF(Galliher and Schiemann, 

2007; Galliher-Beckley and Schiemann, 2008; Khoury et al., 2001). D’autre part, différentes 

études ont décrit le rôle de GRB2 dans la modulation de plusieurs voies de signalisation en 

fonction de la matrice extracellulaire, notamment dans la glande mammaire (Barcus et al., 

2013; Cheng et al., 2014; Galbaugh et al., 2010; Minoo et al., 2003). Afin de caractériser les 

réseaux de signalisation de GRB2 et leurs potentielles modifications au cours de la 

progression tumorale du cancer du sein HER2+, nous avons utilisé des modèles de 

progression tumorale reflétant ces deux rôles majeurs de GRB2. Le premier modèle utilisé 

est un modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in vitro (section 1.3.3.2). 

Brièvement, il a été démontré que différents modèles cellulaires de cancer du sein HER2+ 

subissent in vitro des modifications morphologiques importantes sous l’action du TGFet 

adoptent alors un phénotype proche de cellules mésenchymateuses (Galliher and Schiemann, 

2007; Northey et al., 2008). Ce modèle dépend à la fois de la signalisation induite par HER2 

(Northey et al., 2008) et de GRB2 (Galliher and Schiemann, 2007; Galliher-Beckley and 

Schiemann, 2008), et permet de modéliser l’une des étapes cruciales du processus 

métastatique (Micalizzi et al., 2010). Le second modèle sélectionné pour nos travaux est un 

modèle de xénogreffes orthotopiques (section 1.3.3.4.2), permettant de récapituler les 

interactions tumeur-stroma de la glande mammaire (Gilbert and Gordon, 1983; Vargo-

Gogola and Rosen, 2007). 
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3.1. Les réseaux de GRB2 sont modifiés par le traitement au TGF dans 

un modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in vitro 

 

Il est établi que le récepteur HER2 est impliqué dans la progression tumorale, non 

seulement au niveau de l’initiation en tant qu’oncogène, mais également dans le processus 

métastatique (Dankort et al., 2001). De nombreuses évidences mettent d’ailleurs en avant le 

dialogue entre le récepteur au TGF de type II (TR-II) et HER2 dans la transition épithélio-

mésenchymateuse, processus fondamental de l’acquisition des capacités migratoires et 

invasives nécessaires à la formation de métastases. Il a effectivement été décrit que des 

cellules normales (non transformées) de glande mammaire murine (NMuMG), peuvent être 

transformées par l’expression de la forme constitutivement active du récepteur murin 

ErbB2/NEU V664E, couramment appelée NEU-NT. En présence de TGFces cellules 

cancéreuses HER2+ subissent un changement d’expression de marqueurs épithéliaux pour 

des marqueurs mésenchymateux, tels que la vimentine. Ces cellules présentent également 

une forte augmentation de leurs capacités migratoires et invasives, ainsi que de leur aptitude 

à établir des métastases pulmonaires (Northey et al., 2008, 2013). À l’inverse, des cellules 

NMuMG ne surexprimant pas le récepteur oncogénique ne démontrent pas de changement 

phénotypique dans ces conditions (Northey et al., 2008, 2013). L’acquisition de propriétés 

mésenchymateuses par les cellules en présence de TGF, impliqué dans la transition 

épithélio-mésenchymateuse et le processus métastatique in vivo, a ainsi été proposé comme 

modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in vitro. 

Par la suite, cette transition épithélio-mésenchymateuse induite par le TGF a été 

appliquée dans différentes lignées de cancer du sein HER2+, notamment dans les cellules 

HCC1954, utilisées comme modèle de cancer du sein HER2+ précédemment dans nos 

travaux (Beigbeder et al., 2017; Dumont and Arteaga, 2000; Ngan et al., 2013). Ce modèle a 

ainsi permis de démontrer que ce phénomène dépend de l’activation de HER2, mais 

également du recrutement indirect de GRB2, via la protéine SHC, au récepteur HER2 

(Northey et al., 2013) ainsi que de l’interaction de cette protéine adaptatrice avec le récepteur 

TR-II du TGF (Galliher-Beckley and Schiemann, 2008). Compte tenu du rôle 

prépondérant de HER2 (Northey et al., 2008) et de GRB2 (Galliher and Schiemann, 2007; 
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Galliher-Beckley and Schiemann, 2008) dans cette transition épithélio-mésenchymateuse 

induite par le TGF, ce modèle s’imposait donc comme un modèle de choix. 

Dans un premier temps, nous avons donc caractérisé les réseaux d’interaction de GRB2 

dans le modèle de transition épithélio-mésenchymateuse induit par le TGF pour apporter 

une preuve de concept à notre hypothèse initiale. Cette dernière postule en effet que la 

surexpression de HER2 dans le cancer du sein modifie les complexes signalétiques 

centralisés par GRB2, permettant le soutien de la signalisation pro-tumorale dépendante de 

HER2. 

 

3.1.1.  Établissement d’un modèle de transition épithélio-mésenchymateuse 

compatible avec les analyses de MS 

 

Afin de caractériser les réseaux d’interactions de GRB2, nous avons choisi d’appliquer la 

méthode d’AP-MS décrite dans le chapitre 2. Pour cela, il était crucial d’adapter le modèle 

de transition épithélio-mésenchymateuse par traitement au TGF, qui est optimal à faible 

confluence cellulaire en absence de facteurs de croissance, conditions limitantes pour la 

caractérisation des partenaires de GRB2 par AP-MS. En effet, les HCC1954, comme 

différentes lignées cellulaires, présentent une expression du marqueur mésenchymateux 

vimentine augmentée de façon importante lorsque traitées au TGF à faible confluence 

cellulaire (10-20%) et en absence de sérum (Fig. 3.1D, Cichon et al., 2015; Masszi et al., 

2004). Nous avons cherché à déterminer la cinétique d’augmentation de l’expression de la 

vimentine pendant le traitement au TGF dans ces conditions. Ces expériences mettent en 

évidence une forte expression de la vimentine après 48h et 72h de traitement (Fig. 3.1A). Ces 

résultats concordent partiellement avec une étude précédente, qui avait déterminé que 

l’augmentation de la vimentine était maximale après 96h de traitement (Ngan et al., 2013). 

Nous avons alors testé différentes conditions de confluence combinées à différentes 

séquences de traitement et de privation en sérum, en vue de conserver une augmentation 

optimale de l’expression de la vimentine tout en augmentant autant que possible la 

confluence cellulaire, afin de caractériser de façon fiable les interacteurs de GRB2 dans ces 

conditions. Les séquences de traitements de chaque protocole sont schématisées dans la 

figure 3.1B. On observe une augmentation du niveau de vimentine (Liu et al., 2015) dans les 
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cellules traitées par les protocoles 2, 3, 4, 5 et 6 par rapport aux cellules non traitées par le 

TGF(protocole 1) (Fig. 3.1C). Le protocole 6 semble avoir induit une augmentation de ce 

marqueur mésenchymateux supérieure à celle observée dans les autres protocoles (Fig. 3.1C). 

Cette augmentation de l’expression de la vimentine est accompagnée d’une diminution du 

niveau de vinculine (marqueur épithélial, Li et al., 2014b) dans les cellules traitées selon les 

protocoles 5 et 6 uniquement (Fig. 3.1C). 

La pénétrance du phénotype mésenchymateux dans chaque protocole a été déterminée par 

calcul de la proportion de cellules présentant des filaments de vimentine en 

immunofluorescence (Fig. 3.1D). Ces expériences ont montré qu’une faible proportion 

(11%) de cellules présentent des filaments de vimentine en absence de traitement par le 

TGF(protocole 1). Cette proportion est grandement augmentée par le traitement au 

TGFdépassant 80% de la population dans les cellules traitées selon le protocole 3 et 6. Ces 

résultats indiquent que la séquence de traitement du protocole 6 induit des modifications 

phénotypiques comparables à un traitement par le TGF à faible confluence cellulaire 

(protocole 3). Nous avons donc établi que le protocole 6 constitue la séquence de traitement 

optimale pour nos analyses, avec un prétraitement des cellules en suspension au TGF avant 

ensemencement dans du milieu supplémenté en sérum, suivi 16h post-ensemencement d’une 

déplétion en sérum, avec renouvellement du TGF toutes les 24 heures pendant 48h. 

D’autre part, la déplétion en sérum conduit à une réduction drastique des interactions de 

GRB2 en aval (identifiés par AP-MS, données non montrées). La signalisation pro-tumorale 

de HER2 dépend de sa dimérisation avec les autres membres de sa famille, notamment EGFR 

(Schneider and Yarden, 2016). La stimulation de ce récepteur par l’EGF devrait permettre de 

rétablir le recrutement de GRB2 aux récepteurs de la famille HER activés par 

hétérodimérisation avec EGFR notamment, ainsi que les interactions phospho-dépendantes 

de GRB2. Nous avons donc choisi de complémenter la diminution des interactions de GRB2 

dans ces conditions de privation en sérum par une stimulation EGF des cellules, afin d’induire 

l’assemblage de complexes de GRB2 dépendant de la signalisation par les récepteurs HER. 

La cinétique d’activation de ERK en réponse à l’EGF a été évaluée par suivi de pERK après 

différents temps de traitement à l’EGF (Fig. 3.1E). De façon intéressante, la phosphorylation 

de ERK dans la lignée HCC1954 est maximale après 5 minutes de traitement à l’EGF, et est 

maintenue jusqu’à 30 minutes après traitement (Fig 3.1.E). Ce profil d’activation soutenue 
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de ERK après stimulation à l’EGF diffère de celui observé pour des cellules ne surexprimant 

pas HER2, telles que les HEK293T (Bisson et al., 2011). 

Nous avons donc choisi de réaliser la caractérisation des réseaux d’interactions de GRB2 

dans des cellules traitées au TGFselon le protocole 6, en effectuant une stimulation à l’EGF 

de 5 minutes avant la lyse cellulaire.  

 

 

 

Figure 3.1 : Détermination de la séquence optimale de traitement au TGF pour 

modéliser la transition épithélio-mésenchymateuse 

A- Les cellules HCC1954 ont été traitées au TGF pendant différents temps. Les niveaux 

d’expression de la vimentine et de l’histone H3 (contrôle) ont été visualisés par Western 

blot. B-D-Les cellules ont été traitées au TGF selon différentes séquences de traitement, de 

privation en sérum et de confluence cellulaire représentées en (B). L’efficacité des différents 

traitements a été évaluée par suivi des niveaux d’expression de la vimentine (marqueur 

mésenchymateux) et de la vinculine (marqueur épithélial) par Western blot (C), et par suivi 

de la proportion de cellules présentant des filaments de vimentine en immunofluorescence 

(D). E- Les cellules HCC1954 ont été traitées à l’EGF (100ng/mL) pendant 1 à 30 minutes. 

L’activation de la voie ERK a été évaluée par suivi des niveaux relatifs de pERK et de ERK 

total par Western blot. 
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3.1.2. Analyse protéomique des réseaux de signalisation dépendants de 

GRB2 dans le modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in vitro 

 

Après avoir mis au point nos conditions de traitement, nous avons cherché à comparer les 

interactions de GRB2 dans des cellules humaines de cancer du sein HER2+ ayant acquis un 

phénotype mésenchymateux par rapport aux cellules non traitées. La lignée HCC1954 

exprimant de façon stable la protéine de fusion 3xFLAG-GRB2 (Fig. 2.1) a été ensemencée 

à 40% de confluence avec ou sans TGF et en présence de sérum. Après adhésion, les cellules 

ont été privées en sérum, en présence ou non de TGF pendant 48h, selon la séquence de 

traitement optimal déterminée précédemment. Nous avons tout d’abord vérifié que les 

niveaux d’expression du transgène 3xFLAG-GRB2 n’étaient pas modifiés par ces traitements 

(Fig. 3.2A). Les niveaux d’expression de la vimentine dans chaque condition ainsi que la 

proportion de cellules présentant des filaments de vimentine ont été contrôlés dans chaque 

réplicat (Fig. 3.2A-C). Après une stimulation EGF de 5 minutes, des expériences d’AP-MS 

ont été réalisées sur les cellules traitées au TGF et les cellules contrôles (non traitées au 

TGF). 

Les résultats de MS ont été analysés à l’aide de l’algorithme SAINT, qui attribue un score 

de probabilité d’interaction entre chaque partenaire identifié et GRB2 ainsi qu’un taux 

d’enrichissement relatif de ces partenaires dans chaque condition analysée. Étant donné que 

ces expériences n’incluaient pas de contrôles de spécificité d’interaction tels que la condition 

3xFLAG-GFP, les résultats d’AP-MS de cellules HCC1954 exprimant cette protéine 

contrôle, obtenus précédemment (section 2.5.1), ont été inclus comme contrôle externe dans 

l’analyse statistique. De plus, la banque de données CRAPome des contaminants d’AP-MS 

FLAG dans différentes lignées cellulaires ont également inclus comme contrôles dans ces 

analyses (Mellacheruvu et al., 2013). Les résultats de ces expériences sont représentés dans 

un graphique de ressemblance (Fig. 3.2D). 

Ces expériences ont permis de valider neuf partenaires de GRB2 dont l’interaction est 

identifiée suite au traitement TGF LPCAT1, PTPRE, SFN, GRB7. ERRFI1, YWHAZ, 

CIRBP, TP63 et YWHAB. Ces interacteurs ne sont pas validés dans les cellules contrôles, 

ni dans nos expériences précédentes dans les HCC1954 avec ou sans traitement au PV (voir 

Fig. 2.1). Huit de ces nouveaux partenaires sont représentés en gras dans le graphique 3.2.D. 
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Parmi ces nouveaux interacteurs, la majorité (7/9) sont des partenaires de GRB2 recensés 

dans la littérature, tels que TP63 ou ERRFI1 (anciennement MIG-6), tous deux impliqués 

dans le processus métastatique et la transition épithélio-mésenchymateuse dans le cancer du 

sein (Dang et al., 2015; Izumchenko et al., 2014). 

De plus, la comparaison des taux d’enrichissement de chaque interacteur dans les 

purifications de GRB2 dans les cellules traitées au TGF et les cellules contrôles a également 

mis en évidence des diminutions dans l’intensité d’interaction de GRB2 avec certains de ses 

partenaires après la transition induite par le TGF. Notamment, ces résultats ont souligné une 

diminution d’interaction importante de GRB2 avec la Dynamine 2 (DNM2), FRS2 et CRKL 

lors de la transition induite par le TGF. Ces résultats suggèrent ainsi que les interactions de 

GRB2 sont effectivement modifiées lors de la transition induite par le TGF. 

 

Figure 3.2 : Les interactions des réseaux de signalisation de GRB2 sont modifiées par 

le traitement au TGF mimant la transition épithélio-mésenchymateuse in vitro. 

Les cellules HCC1954 exprimant de façon stable le transgène 3xFLAG-GRB2 ont été traitées 

au TGF selon la séquence optimale déterminée auparavant, et stimulées à l’EGF pendant 5 

minutes. Les cellules ont été lysées ou fixées et des analyses AP-MS ont été réalisées en 

triplicat. A- Les niveaux d’expression de la vimentine et du transgène ont été contrôlés dans 

chaque expérience par Western blot. B- Des IF anti-vimentine ont été réalisées sur des 

cellules de chaque expérience pour contrôler la proportion de cellules montrant l’acquisition 

d’un phénotype mésenchymateux. C- Les cellules présentant des filaments de vimentine ont 

été comptées dans chaque condition de chaque expérience du triplicat afin de s’assurer que 

plus de 75% des cellules traitées au TGF présentaient un aspect mésenchymateux. Les 

résultats ont été analysés par un test de Student. D- Les résultats d’AP-MS dans les cellules 

non traitées au TGF(ctl) et traitées (TGFont été analysés par le l’algorithme SAINT et 

représentés sous forme de graphique de ressemblance grâce à l’outil Dot plot generator de 

ProHits-viz (Knight et al., 2017). E- Légende visuelle du graphique de ressemblance présenté 

en D. Chaque interaction proie/cible est représentée par un cercle. La couleur du pourtour du 

cercle correspond à la probabilité statistique de l’interaction, la taille du cercle reflète le ratio 

d’enrichissement relatif dans les complexes de GRB2 d’un interacteur donné dans chaque 

condition expérimentale. Enfin, la couleur intérieure du cercle représente l’abondance 

relative de l’interaction comparativement à l’abondance de toutes les interactions identifiées. 
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3.2.  Les interactions de GRB2 avec ses partenaires sont modifiées lors de 

xénogreffes orthotopiques chez la souris 

 

Ces dernières années, la vision du cancer en tant que maladie purement génétique a évolué 

afin de prendre en compte l’importance du microenvironnement dans l’initiation et la 

progression tumorale (Bissell et al., 2002). Ce microenvironnement cancéreux est parfois 

défavorable à la progression tumorale, constituant ainsi un niveau de défense supplémentaire 

(Bissell and Hines, 2011). Il peut cependant être intrinsèquement favorable à la 

cancérogenèse (inflammation, tension de la matrice extracellulaire) ou bien être modifié par 

les cellules cancéreuses afin de soutenir la progression tumorale (Bierie and Moses, 2006; 

Olumi et al., 1999; Wirtz et al., 2011). L’importance du microenvironnement dans la 

progression tumorale est soulignée par le nombre croissant de thérapies en phase clinique 

ciblant des composants du microenvironnement (Chen et al., 2015). Son implication dans la 

progression tumorale mammaire en particulier a été mis en évidence par de nombreuses 

études (Bissell et al., 2002, 2003; Bochet et al., 2013). Après avoir montré dans le sous-

chapitre précédent que les réseaux d’interactions de GRB2 sont modifiés dans un modèle in 

vitro de transition épithélio-mésenchymateuse, nous avons recherché à caractériser ces 

réseaux dans un modèle incluant l’implication du microenvironnement dans la progression 

tumorale. De plus, il est considéré que des études conduites dans plusieurs de ces modèles 

sont plus pertinentes d’un point de vue biologique, puisque ces dernières permettent de 

s’affranchir des biais intrinsèques liés aux différents modèles (Vargo-Gogola and Rosen, 

2007). Dans le contexte du cancer du sein, les injections orthotopiques de cellules 

cancéreuses dans le tissu adipeux de la glande mammaire de souris immuno-déficientes 

constitue l’un des modèles les plus représentatifs et les plus utilisés dans la littérature (Byrne 

et al., 2017; Vargo-Gogola and Rosen, 2007). 
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3.2.1. Mise au point du modèle de progression tumorale in vivo 

 

Nous avons premièrement voulu appliquer un protocole de formation de tumeurs 

primaires et de métastases par les lignées de cancer du sein HER2+ HCC1954 exprimant de 

façon stable les transgènes 3xFLAG-GRB2 et -GFP décrites au chapitre précédent (Fig. 2.1). 

Le premier test d’injection a été effectué en vue (i) de déterminer la quantité optimale de 

cellules injectées, (ii) de déterminer si l’injection des cellules dans du Matrigel® améliore la 

proportion des tumeurs primaires formées ainsi que leur structure histologique, et (iii) 

d’extraire des cellules des tumeurs primaires pour les remettre en culture. En effet, il est 

décrit qu’un cycle de sélection des cellules d’intérêt in vivo dans ce type de protocole 

améliore le rendement de formation de tumeurs après la xénogreffe (Cariati et al., 2011). Par 

ailleurs, il a été démontré que l’utilisation de Matrigel® comme véhicule d’injection permet 

dans certains cas d’augmenter la pénétrance ainsi que de diminuer la nécrose à l’intérieur de 

la masse tumorale (DAI et al., 2015; Mullen, 2004). Différentes solutions cellulaires ont donc 

été injectées dans le tissu adipeux de la glande mammaire à puberté de souris CD1 immuno-

déficientes agées de dix à douze semaines. 

Lors du suivi de ces injections orthotopiques, quatre types de cas ont été observés (Fig. 

3.3A). En effet, certaines des injections n’ont pas conduit à l’établissement de tumeurs 

palpables ou visibles (cas 1). D’autres injections ont conduit à l’établissement de tumeurs de 

petite taille (< 0.01 cm3, cas 2) ou de taille modérée (entre 0.01 et 1 cm3, cas 3). Enfin, 

certaines injections ont induit la formation de tumeurs dont le volume est compris entre 1 et 

2 cm3 (cas 4). Ces souris ont été sacrifiées avant que la tumeur n’atteigne 2 cm3, en respectant 

les règles d’éthique institutionnelles. 

La pénétrance de formation de tumeurs mammaires primaires de plus de 1 cm3 a été 

déterminée pour chaque condition (Fig. 3.3B). Les injections en PBS de cellules exprimant 

le transgène contrôle, 3xFLAG-GFP, n’ont pas conduit à l’établissement de tumeurs 

primaires, indépendamment du nombre de cellules injectées. Les injections véhiculées par 

du PBS de 1 ou 5 millions de cellules exprimant le transgène 3xFLAG-GRB2 ont conduit à 

la formation de tumeurs de taille modérée dans 33.3% et 25% des cas respectivement. Les 

deux quantités de cellules testées dans cette expérience permettent ainsi l’établissement de 

tumeurs primaires dans des proportions faibles mais similaires, suggérant que les deux 

http://www.rapport-gratuit.com/
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conditions testées pour ce paramètre influent peu sur la pénétrance. Les injections véhiculées 

par du Matrigel® de cellules exprimant l’une ou l’autre des constructions FLAG ont conduit 

à la formation de tumeurs de plus de 1 cm3 dans 50% des cas. Ces résultats suggèrent que 

l’utilisation du Matrigel® comme véhicule d’injection améliore très faiblement la pénétrance 

des xénogreffes. Cependant, toutes les tumeurs de volume supérieur à 1 cm3 extraites dans 

cette expérience présentaient un fort degré de nécrose, indépendamment du véhicule 

d’injection (PBS ou Matrigel®, données non montrées). Ceci suggère que le Matrigel® ne 

contribue pas à l’amélioration de l’aspect histologique des tumeurs mammaires établies dans 

notre cas, notamment quant à la présence de zones nécrotiques à l’intérieur de la tumeur. 

 

 

 

Figure 3.3 : Analyse de la pénétrance des xénogreffes orthotopiques de cellules 

HCC1954 chez des souris immuno-déficientes. 

Des cellules HCC1954 exprimant de façon stable 3xFLAG-GFP ou 3xFLAG-GRB2 diluées 

dans du PBS ou du Matrigel® ont été injectées à différentes concentrations dans la glande 

mammaire de souris immuno-déficientes. A- Photographies représentatives des différents cas 

observés dans cette étude. B- Histogramme représentant le nombre de souris ayant développé 

ou non une tumeur de plus d’1 cm3 dans chaque condition testée. La pénétrance pour chaque 

condition testée est indiquée au-dessus de la colonne de l’histogramme. 
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Certaines des tumeurs issues de cette expérience ont été remises en culture. Les lignées 

ainsi extraites avec succès ont été analysées par Western blot et immunofluorescence. Ainsi 

que représenté sur la figure 3.4A, le niveau d’expression du transgène pour la première lignée 

explantée avec succès (lignée #1) est identique à celui de la lignée injectée (parentale), tandis 

que celui de la seconde lignée explantée (lignée #2) est inférieur à celui de la lignée injectée 

(parentale). Cependant, la lignée #2 a été sélectionnée pour le deuxième cycle d’injection en 

raison de sa capacité de prolifération (temps de doublement) très similaire à la lignée injectée, 

ce qui a permis sa caractérisation rapide. Les lignées stables utilisées ici sont maintenues sous 

sélection par la puromycine en culture, mais cette sélection a été interrompue lors de 

l’établissement des tumeurs primaires chez la souris. Ceci pourrait donc conduire à la perte 

de l’expression des transgènes dans une fraction des cellules de la tumeur ainsi formée, 

expliquant alors la diminution de l’expression du transgène dans la lignée #2. L’expression 

de la protéine de fusion 3xFLAG-GRB2 dans ces deux lignées a donc également été analysée 

par immunofluorescence (Fig. 3.5A). Ces images montrent que la population cellulaire dans 

chacune des deux lignées présente un niveau homogène d’expression de la protéine étiquettée 

FLAG.  

Une nouvelle série d’injections orthotopiques a été réalisée, avec pour objectifs (i) de 

comparer les capacités à former des tumeurs primaires de la lignée parentale et de la lignée 

#2, (ii) d’obtenir des lignées explantées exprimant le transgène 3xFLAG-GFP. Ces 

xénogreffes ont été réalisées en injectant dans la glande mammaire 1x106 cellules des lignées 

parentales exprimant 3xFLAG-GFP ou -GRB2, ou de la lignée explantée #2, en utilisant le 

PBS comme véhicule. En raison de la faible pénétrance des xénogreffes de la première série 

d’injections, nous avons utilisé pour cette nouvelle expérience des souris immunodéficientes 

pubères d’âge inférieur (10-12 semaines dans la première série de xénogreffes, contre 7-9 

semaines dans la seconde). En effet, il a été établi que certaines lignées dont les capacités à 

former des tumeurs primaires dans la glande mammaire de souris immuno-déficientes sont 

faibles présentent une pénétrance supérieure chez des souris d’âge inférieur (Cariati et al., 

2011). 

Toutes les souris dans cette seconde série d’injection ont développé une tumeur de volume 

supérieur à 1 cm3, indépendamment de la lignée injectée. La lignée #2 ne semble donc pas 

présenter une meilleure capacité à former des tumeurs dans la glande mammaire que la lignée 
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parentale. Ceci suggère que la xénogreffe orthotopique des cellules HCC1954 chez des souris 

immuno-déficientes d’âge inférieur est plus efficace. Des tumeurs issues de l’injection des 

lignées parentales GFP ou GRB2 ont été extraites et remises en culture après dissection. Les 

tumeurs issues de l’injection de la lignée explantée #2 n’ont pas été remises en culture, les 

lignées explantées ont donc subi un seul cycle de sélection in vivo. Les lignées remises en 

culture avec succès, les lignées #2.8 (GFP), #2.2, #2.9 et #2.10 (GRB2), ont été analysées 

par Western blot (Fig. 3.4A). Les lignées explantées exprimant le transgène GRB2 dans cette 

série d’injection présentent toutes un niveau d’expression du transgène inférieur à la lignée 

injectée (lignée parentale). Le niveau d’expression du transgène GFP de la lignée explantée 

#2.8 présente un niveau d’expression du transgène comparable à la lignée parentale 

exprimant le transgène 3xFLAG-GRB2 (figure 3.4A). 

 

 

 

Figure 3.4 : Les lignées extraites des tumeurs mammaires formées par xénogreffes 

orthotopiques chez la souris immuno-déficiente présentent des niveaux d’expression 

des transgènes hétérogènes. 

Les animaux ont été sacrifiés, et les tumeurs primaires disséquées puis homogénéisées. Les 

solutions obtenues ont été filtrées à la seringue pour désagréger les amas cellulaires, et les 

solutions cellulaires résultantes ont été cultivées en présence de puromycine. A- Les lysats 

des lignées extraites ou explantées ont été analysés par Western blot avec les anticorps 

indiqués. Les deux sections présentées sont issues de l’exposition unique de la même 

membrane, et sont séparées par des puits qui ne sont par présentés par souci de clarté. B- Les 

cellules des lignées explantées #1 et #2 ont été fixées, puis analysées par 

immunofluorescence dirigée contre l’épitope FLAG. 
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3.2.2. Analyse protéomique des modulations dans les réseaux de GRB2 après 

xénogreffes orthotopiques chez la souris 

 

Nous avons cherché à identifier les changements dans les interactions de GRB2 dans les 

lignées extraites des tumeurs. Pour cela, nous avons utilisé la lignée explantée #2.8 comme 

contrôle GFP, que nous avons comparé à la lignée parentale injectée ainsi qu’aux cellules 

explantées des lignées #1 et #2. En effet, la lignée #1 présente un niveau d’expression du 

transgène FLAG très proche de la lignée injectée, rendant ainsi la comparaison des 

interactions de GRB2 dans ces deux lignées plus rigoureuse (Fig. 3.5A). La lignée #2 

présente quant à elle un niveau d’expression du transgène 3xFLAG-GRB2 inférieur à ces 

deux lignées (Fig. 3.5A), mais il nous paraissait judicieux de réaliser cette étude dans des 

lignées issues de plusieurs tumeurs afin de consolider la pertinence biologique de nos 

résultats. Par ailleurs, nous avons inclus dans ces expériences un contrôle supplémentaire, 

consistant à la purification du mélange de tous les lysats des lignées exprimant la protéine 

3xFLAG-GRB2 sur des billes non couplées à l’anticorps dirigé contre le 3xFLAG. Dans 

l’éventualité où une protéine serait exprimée de façon importante dans une de ces lignées, 

mais pas dans la lignée contrôle 3xFLAG-GFP, cette potentielle protéine pourrait être 

purifiée de façon non spécifique préférentiellement dans une des lignées analysées. Ce 

contrôle nous permet de nous affranchir de ce biais, en identifiant les interactions non 

spécifiques. 

Les cellules dans ces expériences n’ont pas été soumises à l’inhibition des tyrosine 

phosphatases par le Pervanadate, afin de maximiser les différences éventuelles entre les 

réseaux de signalisation dépendants de la phosphorylation dans ces lignées. Les résultats ont 

été analysés via des analyses statistiques par l’algorithme SAINT et sont représentés en 

graphique de ressemblance (Fig. 3.5B), tel que précédemment. De façon intéressante, ces 

analyses ont permis de valider 10 partenaires de GRB2 qui ne sont pas identifiés dans la 

lignée parentale (lignée injectée). En effet, cinq partenaires ont été caractérisés dans les 

purifications des interacteurs de GRB2 dans chaque lignée explantée : SFN (14-3-3), 

VAPA, WIPF2, MVP et YWHAQ (14-3- dans la lignée #1, et MISP, PCBP2, LMO7, 

TUBB3 et KRT7 dans la lignée #2.  
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Dans la lignée #1, deux de ces partenaires, WIPF2 et YWHAQ ont également été identifiés 

dans les réseaux de GRB2 de la lignée parentale après traitement au PV exclusivement (Fig. 

2.1C), et VAPA a également été identifié dans les cellules traitées à l’EGF (Fig. 3.2D). De 

plus, WIPF2 et YWHAQ sont des interacteurs connus de GRB2, dépendants de l’inhibition 

des tyrosine phosphatases par le PV par exemple (Bisson et al., 2011). Leur présence dans 

les réseaux de GRB2 en absence de stimulation ou d’inhibition des phosphatases dans cette 

lignée extraite de tumeur suggère ainsi que les réseaux de signalisation de GRB2 ont subi des 

modifications favorisant la phosphorylation soutenue de certains acteurs de ces réseaux. 

Les sept autres partenaires de GRB2 ainsi mis en évidence ne sont pas recensés dans la 

littérature comme partenaires de liaison de GRB2. On retrouve par exemple MVP et SFN 

dans la lignée #1, ainsi que LMO7 et MISP dans la lignée #2. De façon intéressante, la 

protéine SFN (14-3-3 qui n’est pas décrite dans la littérature comme interacteur de GRB2, 

a été identifiée dans le sous-chapitre 3.1.2 comme partenaire exclusif de GRB2 dans des 

cellules de cancer du sein HER2+ de type mésenchymateux, est ici retrouvée dans les réseaux 

de la protéine adaptatrice uniquement dans la lignée #1. 

De plus, ces analyses soulignent des modulations de certaines interactions de GRB2 dans 

les lignées explantées. Par exemple, les protéines GAREM, PTPRA, DNM2 et CBLB 

montrent une interaction avec GRB2 fortement diminuée dans les deux lignées explantées 

comparativement à la lignée parentale (Fig. 3.5C). Ces résultats suggèrent donc que les 

réseaux de GRB2 sont effectivement modifiés après sélection des cellules tumorales in vivo. 

Afin de valider une partie de nos résultats par une méthode orthogonale, nous avons réalisé 

des expériences d’AP FLAG sur les lignées explantées #1, #2 et #2.8 (GFP) ainsi que sur la 

lignée parentale. L’interaction de GRB2 avec la DNM2 dans ces lignées a été analysée par 

Western blot (Fig. 3.5D). Les niveaux d’expression de la DNM2 semblent diminués dans les 

lignées explantées (#1, #2 et #2.8) comparativement à la lignée parentale (Fig. 3.5D). Les 

niveaux d’interaction de GRB2 avec la DNM2 ne présentent cependant pas de différence 

dans les différentes lignées analysées, contrairement aux observations obtenues dans l’étude 

d’AP-MS. 
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Figure 3.5 : Les interactions de GRB2 dans les deux lignées extraites de tumeurs établies 

chez la souris sont modifiées comparativement à la lignée injectée. 

Les lignées explantées #2.8 (GFP), #1, #2, et la lignée parentale (GRB2), non stimulées et 

non traitées, ont été lysées. Des expériences d’AP-MS ont été réalisées en triplicat sur les 

lysats. A- Les niveaux d’expression des transgènes ont été vérifiés par Western blot. B- Les 

résultats d’AP-MS ont été analysés par l’algorithme SAINT et représentés sous forme de 

graphique de ressemblance grâce à l’outil Dot plot generator de ProHits-viz (Knight et al., 

2017). C- Légende visuelle du graphique de ressemblance présenté en B. Chaque interaction 

proie/cible est représentée par un cercle. La couleur du pourtour du cercle correspond à la 

probabilité statistique de l’interaction, la taille du cercle reflète le ratio d’enrichissement 

relatif dans les complexes de GRB2 d’un interacteur donné dans chaque condition 

expérimentale. Enfin, la couleur intérieure du cercle représente l’abondance relative de 

l’interaction comparativement à l’abondance de toutes les interactions identifiées. D- Des 

expériences d’AP (IP FLAG) ont été réalisées sur les cellules des mêmes lignées, puis 

analysées en même temps que les extraits totaux (E.T.) par Western blot avec les anticorps 

indiqués. 

 

3.3.  Discussion 

 

Les analyses présentées ici ont permis de mettre en évidence des modifications dans les 

réseaux d’interaction de GRB2 dans deux modèles de progression tumorale 

complémentaires. Ces résultats appuient donc notre hypothèse de travail initiale. 

Nous avons notamment caractérisé une nouvelle interaction non recensée dans la 

littérature entre GRB2 et la protéine SFN. Cette liaison est observée exclusivement dans la 

lignée explantée #1 et dans les cellules de type mésenchymateux après traitement au TGF. 

Ces résultats démontrent que les réseaux de GRB2 incluent effectivement de nouveaux 

partenaires après progression tumorale, dans nos deux modèles. De plus, SFN est connue 

pour interagir avec ERRFI1 (Benzinger et al., 2005), l’un des autres partenaires de GRB2 

exclusif aux cellules présentant un phénotype mésenchymateux. Ceci suggère que les 

nouveaux partenaires de GRB2 identifiés dans nos modèles de progression tumorale 

pourraient appartenir à des complexes de signalisation pré-établis. L’expression de SFN est 

induite par p53 après dommages à l’ADN, et elle représente un inhibiteur majeur du cycle 

cellulaire (Hermeking et al., 1997). Une diminution de son expression par régulation 

épigénétique a de plus été mise en évidence dans de nombreux cancers, majoritairement dans 

les cancers du sein et de la prostate (Lodygin and Hermeking, 2005). Par exemple, une 

expression réduite de SFN corrèle avec des formes avancées de cancer ovarien (Akahira et 

al., 2004). SFN a ainsi été proposée par de nombreuses études comme suppresseur de tumeur 
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(Ko et al., 2014). Cependant, des études plus récentes ont également souligné l’expression 

de SFN en tant que facteur de mauvais pronostic, notamment dans le cancer du sein, pour 

lequel un brevet concernant la détection de SFN en tant qu’outil pronostic a été déposé 

(Boudreau and Bissell, 2010; Ko et al., 2014; Shiba-Ishii et al., 2015). Bien qu’il ait été 

démontré dans le cancer du poumon que SFN favorise la prolifération cellulaire, la formation 

de tumeur primaire et le processus métastatique in vivo, les mécanismes soutenant les 

fonctions pro-oncogéniques de cette dernière demeurent très peu documentés (Shiba-Ishii et 

al., 2015). Compte tenu de son association exclusive à GRB2 dans nos deux modèles de 

progression tumorale, nous proposons que l’interaction de ces deux protéines puisse 

participer à la progression tumorale. Ces observations offrent ainsi de nouvelles possibilités 

de recherche pour éclaircir le rôle de SFN dans l’oncogenèse. 

Par ailleurs, l’analyse de l’intensité des interacteurs de GRB2 dans les purifications 

TGF+ a mis en évidence des variations dans l’intensité d’interaction de GRB2 avec certains 

de ses partenaires. Notamment, ces résultats ont souligné une diminution d’interaction 

importante de GRB2 avec DNM2, FRS2 et CRKL lors de la transition induite par le TGF. 

Il est intéressant de noter que ces derniers sont suggérés être impliqués dans le processus 

métastatique et la progression tumorale du cancer du sein notamment (Chafik, 2015; Dey et 

al., 2010; Issa et al., 2013; Lee et al., 2010; Totta et al., 2016; Zhao et al., 2013). Alors que 

FRS2 et CRKL semblent favoriser le processus métastatique, de faibles niveaux de DNM2 

corrèlent avec des formes invasives et métastatiques du cancer de l’utérus, suggérant que son 

interaction avec GRB2, diminuée lors de la transition de type épithélio-mésenchymateuse, 

puisse participer à la régulation négative du processus métastatique (Lee et al., 2010). Ces 

résultats suggèrent ainsi que les interactions de GRB2 sont changées lors de la transition 

induite par le TGF, et pourraient ainsi participer à l’acquisition du phénotype 

mésenchymateux. 

Il est intéressant de noter que quatre partenaires de GRB2, GAREM, PTPRA, DNM2 et 

CBLB, voient leur association à cette dernière diminuée dans les deux modèles de 

progression tumorale étudiés ici. Ces résultats soutiennent donc fortement notre hypothèse 

de travail, selon laquelle les modifications des réseaux de GRB2 dans la progression tumorale 

du cancer du sein HER2+ pourraient soutenir la progression tumorale via l’assemblage de 



 

119 

complexes signalétiques spécifiques. Ces quatre interacteurs sont des partenaires de GRB2 

bien connus et ont été décrits pour leur implication dans la signalisation oncogénique. 

En effet, la protéine adaptatrice GAREM est impliquée dans l’activation dépendante de 

GRB2 et de PTPN11 de la kinase ERK, en aval d’EGFR notamment (Tashiro et al., 2009). 

Il a de plus été souligné que les niveaux d’expression de GAREM régulent la transformation 

cellulaire via la régulation de l’activité de ERK (Tashiro et al., 2009). L’implication de 

GAREM dans le processus métastatique ou la migration cellulaire n’est cependant pas décrite 

dans la littérature. 

PTPRA est une phosphatase membranaire impliquée dans la promotion de la migration de 

cellules non mammaires de façon dépendante des intégrines et de GRB2 (Cheng et al., 2014). 

Il a cependant été montré que PTPRA régule négativement la migration cellulaire induite par 

HER2, suggérant un rôle positif ou négatif dans la migration selon le contexte cellulaire 

(Boivin et al., 2013). 

La Dynamine 2 est quant à elle une GTPase impliquée notamment dans l’endocytose, la 

signalisation via la voie MAPK et la dynamique du cytosquelette d’actine (Sever, 2002). Bien 

que le rôle de son interaction avec GRB2 demeure peu documenté, son implication dans la 

migration cellulaire et la progression tumorale est très étudiée. Ainsi, il a été démontré que 

DNM2 favorise la migration de cellules de cancer du poumon, tandis que des niveaux réduits 

de son expression dans le cancer du col de l’utérus corrèlent avec des formes invasives et 

agressives (Lee et al., 2010; Yamada et al., 2016). Cette dernière semble donc présenter 

également des fonctions de régulation positive ou négative de la migration cellulaire et du 

processus métastatique dépendantes du contexte cellulaire. 

À l’inverse, l’ubiquitine ligase CBLB est décrite dans la littérature uniquement comme 

régulateur négatif de la migration dans le cancer du sein, via son contrôle de l’internalisation 

GRB2-dépendante de nombreux RTK tels qu’EGFR (Vennin et al., 2015; Zhang et al., 2015). 

La perte d’interaction de cette dernière avec GRB2, connue pour entraver son recrutement à 

différents RTK tels qu’EGFR et de ce fait l’internalisation et la régulation négative de ces 

derniers, pourrait ainsi être à l’origine de la promotion de l’invasion et du processus 

métastatique (Fortian and Sorkin, 2014; Huang and Sorkin, 2005; Zhang et al., 2015). 

Au vu des résultats présentés ici et de la littérature, nous proposons que l’association de 

GRB2 à DNM2 et PTPRA participe à la régulation de leurs fonctions dans la migration en 
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fonction du contexte cellulaire. L’association de GRB2 avec ces partenaires dans un 

micorenvironnement réprimant la progression tumorale pourrait promouvoir les fonctions 

anti-migratoires de DNM2 et PTPRA. À l’inverse, la perte de cette interaction dans un 

microenvironnement permissif à l’oncogenèse faciliterait leur activité de promotion de la 

migration et de l’invasion cellulaire. 

L’un des points soulevés par ces travaux repose en la nette diminution de la liaison d’un 

nombre important de régulateurs positifs de la signalisation pro-tumorale par les récepteurs 

de famille HER, tels que GAREM et CRKL dans le modèle de transition épithélio-

mésenchymateuse in vitro, ainsi que HER2, EGFR, PIK3R1, PTPN11, GAB1, GAREM, et 

SOS2 dans les deux lignées explantées de tumeurs établies chez la souris. De plus, certains 

des partenaires de GRB2 caractérisés après traitement au TGF, tels que ERRFI1, sont 

impliqués dans la régulation négative de la signalisation en aval de ces récepteurs (Anastasi 

et al., 2003). Ceci suggère que contrairement à ce que nous avions envisagé, l’association de 

GRB2 à ses partenaires des voies de signalisation pro-tumorales dépendantes de HER est 

globalement réduite dans nos deux modèles de progression tumorale. Cependant, on observe 

également une diminution de l’interaction de GRB2 avec les ubiquitine ligases CBL et CBLB 

dans nos modèles, une association notamment nécessaire à l’internalisation d’EGFR (Huang 

and Sorkin, 2005). Par ailleurs, plusieurs partenaires de GRB2 mis en évidence dans les 

lignées extraites de tumeurs, tels MVP et SFN dans la lignée #1, et LMO7 et MISP dans la 

lignée #2, ont été impliquées dans la dynamique du cytosquelette, la migration cellulaire 

et/ou le processus métastatique de différents cancers, dont le cancer du sein (Hu et al., 2011; 

Kumeta et al., 2014; Loetsch et al., 2013; Maier et al., 2013; Shiba-Ishii et al., 2015). Nous 

proposons donc que la progression tumorale du cancer du sein HER2+ s’accompagne d’une 

modulation active de la signalisation pro-tumorale par les récepteurs HER. Les réseaux de 

GRB2 seraient réorientés de leur état basal pro-prolifératif soutenant positivement la 

signalisation induite par les récepteurs HER pour un état pro-migratoire démontrant une 

dépendance réduite à la signalisation par les récepteurs HER. 

Afin de consolider nos observations, il serait primordial de quantifier de façon absolue les 

modulations mises en évidence par ces travaux. En effet, tel qu’exemplifié par la figure 3.5D, 

la validation des modifications observées par Western blot ne constitue pas une stratégie 

intéressante, en raison de la grande différence de sensibilité de cette technique avec les 
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analyses d’AP-MS. La stratégie d’AP-SWATH décrite récemment est une méthode 

d’identification et de quantification de protéines dans un mélange complexe très sensible et 

très robuste qui ne requiert pas d’hypothèse initiale (Findlay et al., 2013; Gillet et al., 2012; 

Lambert et al., 2013). Cette méthode permettrait donc d’une part de quantifier de façon très 

fiable et absolue les modulations d’interaction observées dans nos modèles et d’autre part de 

caractériser plus en profondeur ces variations dans les modèles présentés ici. Cette technique 

permettrait également de caractériser les réseaux d’interactions de GRB2 dans les tumeurs 

établies chez la souris sans phase d’expansion in vitro, grâce à sa grande sensibilité. 

L’analyse quantitative de différentes lignées de cancer du sein HER2+ ou HER2- en tirant 

profit des modèles décrits dans ce chapitre, ainsi qu’un criblage fonctionnel des partenaires 

mis en évidence constituent deux aspects essentiels de la poursuite de ces travaux. 

L’extension de ces analyses dans un panel de lignées de cancer du sein HER2+ permettrait 

effectivement la différenciation de variations dans les réseaux de GRB2 spécifiques et 

communes aux modèles cellulaires étudiés. L’inclusion de lignées de cancer mammaire 

HER2- dans ces travaux pourrait en sus amener de nouvelles informations quant à 

l’implication de la signalisation de HER2 dans les modulations des interactions de GRB2 

observées dans ces travaux. Par ailleurs, la déplétion de chaque partenaire avant traitement 

au TGF pour évaluer le rôle de ceux-ci dans l’acquisition de propriétés mésenchymateuses 

par les cellules cancéreuses mammaires HER2+ semble représenter un outil robuste pour 

sélectionner in vitro des candidats pour l’étude des déterminants moléculaires de leur 

association à GRB2 et de l’implication de cette interaction dans la progression tumorale.  

En sus, les différences d’interactions observées ici pourraient être la conséquence d’une 

régulation de l’expression des partenaires de GRB2 lors de la modélisation de la progression 

tumorale tout comme d’une régulation de leur interaction avec la protéine adaptatrice. Par 

exemple, il a été démontré que la signalisation induite par le TGF durant la transition 

épithélio-mésenchymateuse augmente l’expression de ERRFI1, l’un des interacteurs de 

GRB2 identifiés exclusivement après traitement au TGF (Izumchenko et al., 2014). Pour 

approfondir la caractérisation des interactions identifiées par ces expériences, il serait ainsi 

essentiel d’inclure les extraits totaux aux quantifications, afin de différencier les partenaires 

de GRB2 dont les niveaux d’expression sont altérés de ceux dont l’interaction à la protéine 
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adaptatrice est régulée dans nos modèles. Ces données permettraient d’éclaircir la 

mécanistique des modulations observées dans nos expériences. 

Par ailleurs, il est proposé dans la littérature que les niveaux d’expression de GRB2 

régulent la stœchiométrie de dimérisation de cette dernière, modulant de ce fait les 

interactions de la protéine adaptatrice avec ses partenaires (Lin et al., 2012). Il a de plus été 

suggéré que la dimérisation de cette protéine adaptatrice régule ses interactions, modulant 

ainsi la signalisation physiologique et pro-tumorale régulée par GRB2 (Ahmed et al., 2015). 

Cependant, des données du laboratoire ont permis de souligner que des variations importantes 

des niveaux d’expression du transgène 3xFLAG-GRB2 dans des cellules HEK293T ne 

perturbent pas les interactions de cette dernière dans des expériences d’AP-MS similaires à 

celles présentées ici (Bisson et al., données non publiées). Toutefois, il apparaît prudent 

d’établir des lignées exprimant une version étiquetée de GRB2 endogène via la récente 

technique de CRISPR, afin de s’affranchir de cet éventuel biais (Ratz et al., 2015). 

En conclusion, ces résultats apportent une preuve de concept importante, validant ainsi 

notre hypothèse initiale postulant que les réseaux de GRB2 sont modulés lors de la 

progression tumorale. De nombreuses évidences suggèrent effectivement un détournement 

des réseaux de signalisation cellulaire par les cellules cancéreuses (Pawson and Warner, 

2007). Nos travaux proposent pour la première fois une évidence de la variation des 

interactions de la protéine adaptatrice GRB2 dans ce processus, suggérant ainsi l’implication 

de certaines de ces interactions dans la progression tumorale et illustrant le rôle central de 

cette protéine adaptatrice dans le processus oncogénique du cancer du sein HER2+ (Dankort 

et al., 1997; Xie et al., 1995). Bien que les résultats présentés ici soient exclusivement 

descriptifs et que leur consolidation soit nécessaire, ces derniers constituent un premier pas 

vers la caractérisation extensive des interactions de GRB2 dans le cancer du sein HER2+. 

Nous envisageons que ces analyses apporteront des informations précieuses quant aux 

mécanismes régulant le processus oncogénique mammaire induit par HER2, et permettront 

éventuellement d’améliorer les outils prédictifs et pronostics disponibles dans le cadre de la 

médecine personnalisée. 
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3.4. Matériel et méthodes 

 

3.4.1. Constructions 

 

Les séquences codantes de GRB2 humain (NCBI clone NM_002086) ont été clonées en aval 

de l’épitope 3xFLAG (Sigma Aldrich) dans le vecteur pMSCVpuro (Clontech). Les inserts 

ont été séquencés en entier, et l’expression des transgènes a été vérifiée par Western blot. 

3.4.2. Culture cellulaire 

 

Les cellules HCC1954 (ATCC) ont été cultivées dans du RPMI (Wisent) complémenté par 

10% de sérum de veau fœtal (Wisent) à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de 

CO2 selon les recommandations du fabricant. Les cellules ont été transfectées via 

nucléofection par l’AMAXA 4D (Lonza). Les cellules ayant intégré le plasmide ont été 

sélectionnées par 0.75 g/mL de puromycine pendant deux semaines. Des clones isolés ont 

été piqués et sélectionnés selon leur niveau d’expression de transgène. 

 

3.4.3. Traitement au TGF 

 

Les cellules HCC1954 ont été rincées au PBS, resuspendues par traitement à la trypsine-

EDTA 0.25% (Gibco), puis homogénéisées dans du milieu de culture complet. Les solutions 

cellulaires ont été traitées avec 2ng/mL de TGF1 (Peprotech) ou de véhicule (0.4mM HCl), 

avant d’être ensemencées à une densité de 15x103 cellules par cm2, dans du milieu complet 

contenant 2 ng/mL de TGF1 ou de véhicule. Après adhésion, le milieu a été changé pour 

du milieu dépourvu de sérum, contenant 2ng/mL de TGF1, ou l’équivalent volumique de 

véhicule. Ce milieu a été renouvelé 24h après la privation en sérum. Les cellules ont été 

lysées ou fixées après 48h de traitement. 
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3.4.4. Xénogreffes chez la souris 

 

Les lignées stables HCC1954 3xFLAG-GRB2 ou -GFP ont été rincées au PBS, resuspendues 

dans de la trypsine EDTA 0.25% (Gibco) pendant 5 minutes. La trypsine a été inhibée par 

ajout de milieu contenant 10% de sérum, et les cellules ont été culottées par centrifugation. 

Les culots cellulaires ont alors été lavés 2 fois au PBS, puis resuspendus dans du PBS. Ces 

solutions cellulaires en PBS ont été injectées dans le tissu adipeux de la 4ème glande 

mammaire droite de souris CD1 nu/nu (086, Charles River) femelles âgées de 7 à 12 

semaines. Les souris ont été sacrifiées après développement de tumeurs entre 1 cm3 et 2 cm3 

ou 3 mois après les injections. Le protocole expérimental a été approuvé par le comité 

d’éthique du CHUQ et de l’Université Laval. 

 

3.4.5. Établissement de lignées cellulaires à partir de tumeurs primaires chez 

la souris 

 

Les tumeurs mammaires disséquées ont été lavées en PBS, puis découpées au scalpel. Les 

tumeurs ont alors été incubées à 37°C avec agitation avec de la collagénase/dispase (0.1u/mL, 

0.8U/mL, Roche) pendant 30 minutes, puis avec de la trypsine-EDTA 0.025% (Gibco) 

pendant 15 minutes. Les solutions ont été forcées à travers une aiguille. Les solutions de 

cellules isolées ont été ensemencées et maintenues en culture dans le milieu de sélection des 

lignées stables supplémenté par 5% d’une solution d’antibiotiques et d’anti-mycotiques 

(Sigma-Aldrich). 

 

3.4.6. Immunopurifications 

 

Les immunopurifications ont été réalisées selon le protocole décrit précédemment (Beigbeder 

et al., 2016). Brièvement, les cellules à la confluence déterminée par le traitement ou bien à 

95% de confluence ont été lavées avec du PBS à 4°C. Les protéines ont été extraites par 

raclage en présence de tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéases et de 

phosphatases à 4°C. Les lysats ont été centrifugés à 20 000 g pendant 20 minutes puis 

normalisés selon leur concentration protéique, déterminée selon le protocole de Lowry. Les 
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lysats ont alors été incubés avec la résine d’affinité M2 (Sigma Aldrich) ou la résine de 

sépharose CL-4B (Sigma-Aldrich) pendant 1h30 à 4°C. Après incubation, les billes ont été 

lavées trois fois avec du tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéases et 

phosphatases. Pour les analyses en Western blot, les billes ont été resuspendues dans du 

tampon de charge Laemmli. Pour les analyses en MS, les billes ont été lavées deux fois 

supplémentaires dans du tampon Tris 20 mM pH 7.4. Les protéines immuno-purifiées ont 

alors été éluées par trois incubations de 10 minutes avec agitation dans 50 mM d’acide 

phosphorique à 4°C. 

 

3.4.7. Western blot et anticorps 

 

Les cellules ont été rincées au PBS puis lysées en tampon Laemmli. La concentration 

protéique a été établie par dosage Lowry. Les échantillons ont été séparés sur gel de 

polyacrylamide 8-15%. Les protéines ont été transférées sur membrane de nitrocellulose 0.45 

m (BioRad). Les membranes ont été bloquées dans du TBS 5% lait pendant 1h à 

température pièce, puis lavées au TBS. Les membranes ont été incubées sur la nuit à 4°C 

avec les anticorps primaires suivants, dilués dans du TBS-T contenant 1% de lait ou 5% de 

BSA dépendamment des recommandations du fabricant : vimentine (Sigma-Aldrich), pERK 

(Cell Signaling Technology), ERK (Cell Signaling Technology), vinculine (Cell Signaling 

Technology), histone H3 (Cell Signaling Technology), GRB2 (BDBiosciences), tubuline 

(Cell Signaling Technology). Après lavages au TBS-T, les membranes ont été incubées 1 h 

à température ambiante avec les anticorps secondaires ou couplés suivants: anti IgG de 

souris-HRP (NEB), anti IgG de lapin-HRP (NEB), M2-HRP (Sigma-Aldrich). Après lavages 

au TBS-T, les membranes ont été incubées avec la solution Luminata Crescendo Western 

(EMD Millipore) avant révélation sur des films autoradiographiques Hyblot CL (Denville). 

 

3.4.8 Immunofluorescence 

 

Les cellules HCC1954 ont été ensemencées et traitées au TGF1 tel que décrit ci haut. Les 

cellules ont été fixées au méthanol pendant 3 minutes à -20°C puis lavées au PBS. Après un 

blocage de 1 h à température pièce dans du PBS contenant 10% de sérum normal de chèvre 
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(Wisent), les lamelles ont été incubées avec les anticorps primaires. L’anticorps anti-FLAG 

(Sigma-Aldrich) et anti-GRB2 (Santacruz Biotechnologie) dilués dans la solution de blocage 

ont été incubés 2h à température ambiante et l’anticorps anti-vimentine (Sigma-Aldrich) 

dilué dans la solution de blocage pendant 1h30 à température pièce puis toute la nuit à 4°C 

en chambre humide. Après lavages au PBS, les lamelles ont été incubées avec les anticorps 

secondaires suivants dilués dans la solution de blocage pendant 1h à température ambiante : 

anti-IgG de souris couplé à l’Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific) et anti-IgG de lapin 

couplé à l’Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific). Après lavages au PBS, les lamelles 

ont été montées dans du milieu de montage contenant du DAPI (Prolong Gold antifade, 

Thermo). Les images ont été acquises par un microscope à épifluorescence Nikon Eclipse 

E600. Les images ont été analysées avec FIJI (NIH). 

 

3.4.9. Analyses de spectrométrie de masse 

 

Les échantillons de spectrométrie de masse ont été préparés tel que décrit précédemment 

(Beigbeder et al., 2016). Les analyses de MS ont été effectuées par un spectromètre 5600+ 

(Sciex) avec une source d’ionisation par électrospray, couplé à une nanocolonne de 

chromatographie liquide en phase inverse (Ekspert NanoLC425, Eksigent). Les peptides 

digérés ont été séparés sur une nanocolonne cHiPLC (3u, 120A C18, 15 cm x 0.075 mm de 

diamètre interne). Les peptides ont été élués par un gradient linéaire de 90 minutes de 5-35% 

de solvant B (acétonitrile, 0.1% acide formique) à 300 nL/min. Les spectres de masse ont été 

acquis par Analyst (version 1.7, Sciex) en mode dépendant des données. Chaque spectre 

entier (de 400 à 1250 m/z) a été suivi de la dissociation induite par collision des vingt ions 

parents les plus intenses. L’exclusion dynamique a été fixée pour une période de 12 secondes 

avec une tolérance de 100 ppm. 

Les listes de pics MS/MS ont été générées via la version 5.0 de Protein Pilot (Sciex). Les 

fichiers MGF ont alors été analysés par Mascot (Matrix Science, UK, version 2.4.0) et X! 

Tandem (The GPM, thegpm.org; version CYCLONE (2010.12.01.1). Les deux logiciels ont 

été paramétrés pour chercher la banque de données Uniprot Homo sapiens reference 

proteome (mise à jour de Mars 2014, 69150 entrées) en modélisant une digestion par la 

trypsine. Les séquences protéiques des transgènes 3xFLAG-GFP et -GRB2 ont été ajoutées 
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à la banque de données afin d’estimer leur couverture. Les banques de données ont été 

cherchées avec une tolérance de masse de 0.6 Da pour les ions fils et 10 ppm pour les ions 

parents pour le sous-chapitre 3.1, et de 0.100 Da pour les ions fils et les ions parents pour la 

section 3.2. La carbamidométhylation des cystéines a été considérée comme modification 

fixe pour tous les échantillons. L’oxidation des méthionines et la phosphorylation des sérines, 

thréonines et tyrosines ont été considérées comme des modifications variables pour tous les 

échantillons. Deux sites de coupures trypsiques manqués ont été autorisés. Le logiciel 

Scaffold (version 4.7.5, Proteome Software Inc.) a été utilisé pour valider les identifications 

peptidiques et protéiques basées sur les spectres MS/MS. L’identification des protéines a été 

acceptée lorsqu’elle était établie à une probabilité supérieure à 98% ou 99%, afin d’atteindre 

un taux de fausse découverte (FDR) inférieur à 1% et lorsque la protéine présentait 

minimalement un peptide identifié. Les probabilités d’identification protéique ont été 

déterminées par l’algorithme Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003). Les protéines 

contenant des peptides similaires dont les spectres MS/MS ne permettaient pas la 

différenciation ont été groupées pour satisfaire les principes de parcimonie. 

Les noms de gènes de chaque protéine validée et leurs comptes spectraux correspondants 

dans les échantillons de trois réplicats biologiques ont été exportés dans une matrice 

répondant aux paramètres de l’algorithme SAINT (Choi et al., 2012). Des analyses SAINT 

express des triplicats avec l’inclusion des contrôles GFP internes ou externes, ainsi que les 

contrôles de la banque de données CRAPome pour certains échantillons. Les protéines 

présentant un score SAINT supérieur à 0.9 ont été considérés comme de réels interacteurs. 

Les résultats bruts de l’analyse SAINT ont alors été utilisés pour construire les graphiques 

de ressemblance grâce à l’outil Dot plot generator de ProHits-viz, avec un FDR primaire de 

0.01 et un FDR secondaire de 0.05.  
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4 Chapitre 4 : Discussion générale et conclusions 

 

L’hypothèse de mon projet doctorat postulait que les réseaux d’interactions de GRB2 sont 

modifiés au cours de la progression tumorale du cancer du sein HER2+, soutenant par ces 

modifications la signalisation pro-tumorale dépendante de HER2. L’objectif général 

consistait à identifier puis à caractériser ces modifications dans différents modèles de cancers 

du sein HER2+. Nous avons mis en évidence des modifications dans les interactions de 

GRB2 dans des cellules de cancer du sein HER2+ ainsi que dans des modèles 

complémentaires de progression tumorale. Nous avons également décrit un nouveau 

complexe signalétique composé de MPZL1, PTPN11 et GRB2. 

 

4.1 Les réseaux d’interaction de GRB2 présentent des modifications dans 

le cancer du sein HER2+ 

 

Pour tester notre hypothèse, nous avons tout d’abord cherché à identifier les interactions 

de GRB2 dans des cellules cancéreuses mammaires HER2+ (lignée HCC1954). Ces analyses 

ont permis d’identifier des modifications dans les réseaux de signalisation de GRB2, mais 

également sur la régulation d’interactions de GRB2 préalablement caractérisées. 

 

4.1.1 Les réseaux signalétiques de GRB2 incluent six nouveaux partenaires 

dans des cellules de cancer du sein HER2+ 

 

Les fonctions de la protéine adaptatrice GRB2 dans la signalisation cellulaire, 

l’homéostasie et l’oncogenèse dépendent fortement de sa capacité à interagir avec différentes 

combinaisons de récepteurs et/ou d’effecteurs cytoplasmiques (Cheng et al., 1998; Pawson 

and Nash, 2003). De nombreuses études se sont donc attachées à caractériser les partenaires 

de cette protéine adaptatrice et la régulation de ces interactions depuis sa découverte (Bisson 

et al., 2011; Fortian and Sorkin, 2014; Galliher-Beckley and Schiemann, 2008; Schlaepfer et 

al., 1994; Skolnik et al., 1993). Notamment, deux approches à haut débit par spectrométrie 

de masse, plus récentes, ont caractérisé les partenaires de GRB2 dans différentes conditions, 
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et ont ainsi identifié respectivement 108 et 38 partenaires de GRB2 des cellules humaines 

(Bisson et al., 2011; Brehme et al., 2009). En utilisant une méthode similaire dans la lignée 

de cancer du sein HER2+ HCC1954, nous avons identifié plus de trente partenaires de GRB2 

(chapitre 2). 

Cinq de ces interacteurs, MPZL1, STAP2, ARHGEF35, VAPB, et PRKCD, n’étaient pas 

recensés dans la littérature comme partenaires de GRB2 et font l’objet de cette section. Ces 

derniers pourraient de ce fait appartenir à des complexes de signalisation spécifiques au 

contexte de suractivation de HER2 et ainsi participer à la signalisation pro-tumorale HER2-

dépendante. La majorité de ces nouveaux interacteurs est par ailleurs décrite dans la 

littérature pour leur participation au processus tumorigénique. 

Par exemple, la protéine kinase C (PRKCD) nouvellement identifiée comme partenaire 

de GRB2 dans nos travaux est une sérine/thréonine kinase impliquée dans la régulation de 

l’apoptose, favorisant ou inhibant cette dernière dépendamment du contexte cellulaire 

(Brodie and Blumberg, 2003). PRKCD est bien connue pour son rôle pro-apoptotique et anti-

tumoral, sa déplétion induisant la transformation de certains types cellulaires, tandis que sa 

surexpression provoque l’arrêt du cycle cellulaire (Lu et al., 1997; Watanabe et al., 1992). 

De plus, une diminution de l’expression de cette kinase a été relevée dans différents cancers 

tels que celui de la vessie (D’Costa et al., 2005; Varga et al., 2004). Cependant, une 

surexpression de cette protéine a été observée dans différents cancers, notamment dans les 

cancers du sein de haut grade (McKiernan et al., 2008; Pongracz et al., 1995). Par ailleurs, il 

a été démontré que le niveau d’expression de PRKCD corrèle négativement avec le pronostic 

pour les patientes atteintes de cancer du sein HER2+ exclusivement. Cette même étude a 

également démontré que PRKCD interagit avec le récepteur HER2 et régule l’établissement 

d’un complexe signalétique incluant HER2, PRKCD et SRC, requis à la prolifération 

cellulaire HER2-dépendante et à l’établissement de tumeurs mammaires HER2+ dans des 

modèles murins (Allen-Petersen et al., 2014). L’interaction de GRB2 avec PRKCD observée 

ici pourrait ainsi être la conséquence de son association au récepteur HER2, lui-même lié à 

GRB2. Cependant, l’interaction entre PRKCD et HER2 n’ayant pas été montrée directe, 

GRB2 pourrait également être responsable du recrutement de la kinase au récepteur activé, 

et de ce fait des fonctions oncogéniques de cette kinase dans le cancer mammaire HER2+. 
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Un autre partenaire de GRB2 caractérisé par nos travaux, STAP2 (ou BKS pour Breast 

tumor Kinase Substrate), est impliqué dans la progression tumorale. Cette protéine est un 

partenaire et substrat de la kinase PTK6 ou BRK (pour Breast tumor Kinase), une tyrosine 

kinase impliquée dans la promotion de la prolifération et de la migration dépendantes des 

récepteurs de la famille HER dans le cancer du sein. La surexpression de cette kinase est très 

fréquente dans le cancer du sein et corrèle avec un mauvais prognostic (Barker et al., 1997; 

Harvey and Crompton, 2003; Mitchell et al., 2000; Ostrander et al., 2007). STAP2 a de plus 

été montrée nécessaire à l’activation de BRK en permettant son recrutement membranaire, 

ainsi qu’au recrutement de STAT3 et STAT5 qui présentent une fonction pro-proliférative 

en aval de BRK dans le cancer du sein (Ikeda et al., 2010, 2011). Il a par ailleurs été démontré 

que cette kinase interagit avec EGFR et HER3 et participe, lorsque surexprimée, à la 

signalisation pro-tumorale induite par les récepteurs HER (Kamalati et al., 1996, 2000). 

Cependant, l’association de BRK aux récepteurs de la famille HER n’a pas été démontrée 

directe, et l’identification dans nos travaux de STAP2 mais non de BRK dans les complexes 

de GRB2 suggère que l’interaction identifiée n’est probablement pas médiée par BRK. 

L’interaction de GRB2 avec STAP2 découverte dans les travaux présentés ici pourrait être 

la conséquence de la présence en association avec les récepteurs HER du complexe BRK-

STAP2 ainsi que de GRB2 dans notre modèle de cancer du sein HER2+. Toutefois, GRB2 

pourrait également médier le recrutement du complexe STAP2-BRK aux récepteurs de la 

famille HER, et ainsi réguler la fonction de ce complexe dans l’oncogenèse HER-dépendante. 

Ces travaux ont également mis évidence une nouvelle association entre la protéine VAPB 

et GRB2. De façon intéressante, la protéine VAPA a également été identifiée comme nouvel 

interacteur de GRB2 dans notre modèle in vivo. Les protéines VAPA et VAPB (ou VAMPA 

et VAMPB) sont les deux membres chez les mammifères de la famille des VAP (VAMP 

Associated Proteins) (Lev et al., 2008; Nishimura et al., 1999). Ces protéines 

transmembranaires du réticulum endoplasmique sont les principaux médiateurs des 

interactions protéiques entre le réticulum et les autres organelles cellulaires ou le cytosol. Le 

rôle de VAPA et VAPB dépend donc de leurs associations à différentes protéines, et une 

centaine de partenaires de ces protéines transmembranaires ont été caractérisés (Murphy and 

Levine, 2016). Ces dernières sont actives sous forme d’homo- ou d’hétéro-dimères, et sont 

impliquées dans la régulation de nombreux processus cellulaires tels que le trafic 
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membranaire ou l’organisation des microtubules (Lev et al., 2008; Nishimura et al., 1999). 

Par ailleurs, il a été décrit que VAPA est impliquée dans l’adhésion cellulaire. En effet, cette 

dernière régule l’adhésion cellulaire en contrôlant l’activité de la protéine membranaire ORP-

3, qui favorise l’activation de la petite GTPase R-RAS, de l’intégrine 1 et d’AKT (Weber-

Boyvat et al., 2015). Une autre étude a quant à elle décrit que la protéine VAPB participe à 

l’oncogenèse dépendant de HER2 (Rao et al., 2012). Il a été montré que cette protéine est 

fréquemment surexprimée dans les cancers du sein, et que son expression corrèle avec de 

mauvais facteurs pronostics (Rao et al., 2012). De plus, cette étude a démontré que la 

déplétion de VAPB entrave la prolifération et transformation de cellules épithéliales HER2+ 

in vitro et abolit la formation de tumeurs mammaires HER2+ in vivo, notamment via la 

régulation de l’activité d’AKT par VAPB (Rao et al., 2012). Bien que des interactions entre 

EGFR et VAPA d’une part, et HER2 et VAPB d’autre part aient été caractérisées par des 

approches à haut débit semblables à la technique adoptée dans nos travaux, le rôle de ces 

interactions et leurs déterminants moléculaires ne sont pas décrits dans la littérature (Foerster 

et al., 2013; Hein et al., 2015). Les nouvelles associations décrites dans nos travaux entre 

GRB2 et VAPA et VAPB pourraient ainsi être responsables du recrutement de ces dernières 

aux récepteurs de la famille HER dans le cancer du sein HER2+, et ainsi des fonctions 

oncogéniques de VAPB dans ce contexte. La caractérisation de ces deux interactions, de leurs 

déterminants moléculaires et de leur implication dans la signalisation oncogénique 

dépendante des récepteurs HER dans le cancer mammaire HER2+ pourrait ainsi apporter des 

informations précieuses sur la régulation de ces voies de signalisation, et leur implication 

dans la signalisation pro-tumorale de HER2. 

Un autre partenaire de GRB2 nouvellement identifié dans nos travaux, ARHGEF35, est 

une protéine dont l’existence est démontrée au niveau transcriptionnel et protéique par des 

analyses à grande échelle (Debily, 2003; Dephoure et al., 2008). Cependant, aucune 

publication concernant cette protéine n’est recensée dans la littérature. Sa séquence est 

hautement similaire à celle de la partie N-terminale d’ARHGEF5 (98,76% de similarité), ne 

présentant aucun domaine catalytique ou d’interaction connu (Chan et al., 1994). Cette forte 

homologie de séquence entraîne l’absence d’anticorps spécifique à chacune de ces protéines. 

Cependant nos travaux ont permis de valider la présence de chacune d’elles grâce au 

séquençage par spectrométrie de masse de sept peptides spécifiques à ARHGEF35. Le 
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facteur d’échange de nucléotides guanyliques ARHGEF5 est une RHO GEF de la famille 

DBL, et a été caractérisée pour la première fois en tant qu’oncogène dans le tissu mammaire, 

d’où son nom initial, TIM, pour Transforming Immortalized Mammary oncogene (Chan et 

al., 1994). L’interaction d’ARHGEF5 avec GRB2 a déjà été caractérisée par des méthodes 

de criblage à haut débit et a également été identifiée dans notre modèle de cancer du sein 

HER2+ (Li et al., 2014a). Bien que les mécanismes à l’origine de son rôle dans la progression 

tumorale soient peu décrits dans la littérature, une étude a démontré une expression 

spécifique au cancer du sein de variants d’ARHGEF5 constitutivement actifs. Les auteurs 

ont ainsi proposé un rôle de cette protéine dépendant de son activité catalytique dans la 

progression tumorale, favorisant l’activation de RHO GTPases impliquées dans la migration 

cellulaire notamment (Debily, 2003). L’association de GRB2 à ARHGEF5 et ARHGEF35 

dans notre modèle de cancer du sein HER2+ suggère que la partie N-terminale d’ARHGEF5, 

hautement similaire à ARHGEF35, est responsable de l’association de ces deux protéines à 

GRB2. Cependant, l’association d’ARHGEF5 à GRB2 a été caractérisée indépendamment 

du traitement au pervanadate, et celle d’ARHGEF35 uniquement en absence de traitement, 

suggérant que leur association à GRB2 puissent être régies par différents mécanismes. De 

plus, la séquence d’ARHGEF35, ainsi que la séquence correspondante d’ARHGEF5 ne 

présentent aucun site consensus de liaison du domaine SH2 à des résidus tyrosines 

phosphorylées. Ceci suggère fortement que l’interaction de ces deux protéines à GRB2 ne 

soient pas régulée positivement par des évènements de phosphorylation sur tyrosine, et ne 

dépendent pas du domaine SH2 de la protéine adaptatrice. 

Enfin une nouvelle interaction entre GRB2 et MPZL1, présentée au chapitre 2 et discutée 

dans la section 4.2, a également été identifiée par nos travaux. 

L’analyse des réseaux d’interactions de GRB2 dans des cellules cancéreuses mammaires 

HER2+ nous a donc permis de décrire cinq nouveaux partenaires de GRB2. Ces derniers 

pourraient être surexprimés dans ce modèle cellulaire, et ainsi induire des modifications dans 

la stoechiométrie de leur association à GRB2. À l’inverse, ces partenaires pourraient 

appartenir à des complexes signalétiques spécifiques à la suractivation de HER2 et soutenir 

la signalisation pro-oncogénique de ce récepteur. La caractérisation de ces interactions, 

notamment la détermination des interactions directes de GRB2, assurant le recrutement de 
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ces partenaires au récepteur HER2 activé, sera un point crucial pour l’étude de l’implication 

de ces interactions dans le processus oncogénique HER2+.  

 

4.1.2 Des interactions de GRB2 régulées par phosphorylation sont 

favorisées dans des cellules de cancer du sein HER2+ 

 

La caractérisation des partenaires de GRB2 dans des cellules de cancer du sein HER2+ 

humaines avec ou sans traitement par l’inhibiteur de tyrosine phosphatases pervanadate nous 

a donc permis d’identifier cinq nouvelles protéines associées à cette protéine adaptatrice. Le 

traitement pervanadate est utilisé dans notre cas pour enrichir les interactions de GRB2 

dépendant de phosphorylation sur tyrosine. Ces interactions phospho-dépendantes ne sont 

donc généralement pas observées dans les complexes en absence de traitement pervanadate 

ou de stimulation favorisant cette phosphorylation (Bisson et al., 2011). En sus des cinq 

nouvelles interactions discutées ci-dessus, ces expériences ont également mis en évidence la 

présence de protéines caractérisées pour leur association phospho-dépendante avec GRB2, 

dépendant du domaine SH2 de la protéine adaptatrice (Bisson et al., 2011; Tashiro et al., 

2009). De façon intéressante, six de ces interacteurs, soient HER2, EGFR, PTPN11, PIK3R1, 

GAREM et SHC1, ont été caractérisés dans les complexes de GRB2 même en absence de 

stimulation ou traitement PV dans notre modèle de cancer du sein HER2+ (chapitre 2.5.1). 

Ces six protéines sont impliquées dans la signalisation dépendante des récepteurs HER et 

favorisent ainsi le processus tumoral HER2-dépendant (Araki et al., 2003; Chu et al., 2005; 

Masuda et al., 2012; Northey et al., 2013; Rexer et al., 2011; Saal et al., 2005; Slamon et al., 

1987; Tashiro et al., 2009). Ces résultats suggèrent ainsi que la suractivation de HER2 dans 

le cancer du sein conduit à une phosphorylation soutenue d’effecteurs cytoplasmiques, 

modulant ainsi leur interaction à GRB2. Il est évident que les récepteurs HER2 et EGFR 

démontrent une phosphorylation plus importante dans le cancer du sein HER2+ (Dankort et 

al., 1997; Schneider and Yarden, 2016). Ceci pourrait être vérifié par des analyses de 

phosphoprotéomique de différentes lignées de cancer du sein HER2+ et HER2-, ou en 

comparant des lignées mammaires non cancéreuses avec les mêmes lignées surexprimant une 

version exogène de HER2. Des analyses semblables ont par ailleurs décrit que PTPN11 et 
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PI3KR1 présentent une augmentation de leur phosphorylation sur tyrosine dans le contexte 

du cancer du sein HER2+ (Ali et al., 2014). 

L’identification de nouveaux partenaires de GRB2 dans ce modèle de cancer du sein 

HER2+, ainsi que les modifications des interactions connues de cette protéine adaptatrice 

constituent ainsi un premier argument soutenant l’hypothèse que les réseaux de GRB2 sont 

modulés dans le cancer du sein HER2+. 

 

4.2 Un nouveau complexe constitué de MPZL1, PTPN11 et GRB2 a été 

identifié dans des cellules de cancer du sein HER2+ 

 

Un des nouveaux partenaires de GRB2 identifiés par nos travaux, MPZL1, est une 

glycoprotéine membranaire impliquée dans l’adhésion et la migration cellulaires sur certains 

constituants de la matrice extracellulaire (Eminaga and Bennett, 2008; Roubelakis et al., 

2007; Zannettino et al., 2003; Zhao and Zhao, 1998). Il a par ailleurs été démontré que la 

protéine MPZL1 favorise le processus métastatique dans le cancer hépatique ainsi que la 

prolifération cellulaire HER2-dépendante dans le cancer du sein HER2+ (Jia et al., 2014; 

Lapin et al., 2014). La nouvelle interaction identifiée par nos travaux pourrait ainsi appartenir 

à un complexe signalétique favorisé dans le cancer du sein HER2+ et participer à la 

progression tumorale dépendante de HER2. Nous nous sommes donc intéressés à caractériser 

cette interaction plus précisément (chapitre 2). 

Nous avons démontré que l’interaction de GRB2 avec MPZL1 requiert la tyrosine 

phosphatase PTPN11, dont les deux domaines SH2 sont connus pour lier deux résidus 

tyrosines phosphorylés (Y241 et Y263) de MPZL1 (Zhao et al., 2002). Nous avons par 

ailleurs déterminé que le recrutement de GRB2 dans le complexe MPZL1-PTPN11 dépend 

du domaine SH2 de cette protéine adaptatrice, ainsi que de la phosphorylation des tyrosines 

241 et 263 de MPZL1. Il a précédemment été déterminé que l’association de GRB2 à 

PTPN11 requiert le domaine SH2 de la protéine adaptatrice, qui peut lier deux tyrosines 

phosphorylées de la phosphatase, Y546 et Y584 (Minoo et al., 2003). Nos résultats 

concordent ainsi avec la littérature, selon un modèle où l’association de MPZL1 et GRB2 

s’effectue grâce à PTPN11 qui ponte l’interaction (Minoo et al., 2003; Zhao et al., 2002).  
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De façon intéressante, il avait été mis en évidence au début des années 2000 que 

l’activation dépendante de son ligand du récepteur à la prolactine (PRLR) induit l’association 

de PTPN11 et GRB2, via la liaison du domaine SH2 de GRB2 aux tyrosines Y546 et Y584 

de PTPN11 phosphorylées. Cette étude avait également souligné dans ces conditions le 

recrutement d’une protéine phosphorylée de 29 kDa (notée p29) dans un complexe incluant 

GRB2 et une forme catalytiquement inactive de PTPN11 (Minoo et al., 2003). Il est 

envisageable que cette protéine de 29 kDa corresponde à une forme peu glycosylée de la 

protéine MPZL1, et que la stimulation du récepteur PRLR favorise la formation du complexe 

GRB2-PTPN11-MPZL1 identifié dans nos travaux.  

Nous avons par la suite démontré que l’adhésion cellulaire sur fibronectine induit la 

formation du complexe nouvellement identifié MPZL1-PTPN11-GRB2 à la membrane. 

Cependant, la régulation de la phosphorylation de MPZL1, requise à la formation du 

complexe, demeure inexpliquée. En effet, il a été décrit que la glycoprotéine membranaire 

MPZL1 est constitutivement associée à la kinase SRC. L’adhésion cellulaire sur fibronectine 

favorise la phosphorylation par SRC de MPZL1 par un mécanisme non décrit à ce jour 

(Eminaga and Bennett, 2008; Zhao et al., 2002). Deux hypothèses pourraient expliquer ceci. 

Soit MPZL1 peut lier des protéines extracellulaires tel que précédemment suggéré (Zhao et 

al., 2002), entraînant un changement conformationnel dépendant du ligand favorisant sa 

phosphorylation. Soit certaines intégrines, lors de leur liaison à leurs ligands, peuvent réguler 

l’activité de SRC associée à MPZL1 et ainsi stimuler la phosphorylation de MPZL1. De façon 

intéressante, différentes études ont décrit que la protéine adaptatrice GRB2 participe à la 

transduction du signal en aval des intégrines et à l’intégration de ces signaux à d’autres voies 

de signalisation, en favorisant le recrutement de certaines protéines membranaires dans les 

regroupements d’intégrines activées (Barcus et al., 2013; Cheng et al., 2014; Galbaugh et al., 

2010). Par exemple, il a été montré que GRB2 favorise l’association de PTPRA, SIRP et 

PRLR aux groupements d’intégrines activées, modulant ainsi l’activité signalétique de ces 

protéines selon le contexte cellulaire (Barcus et al., 2013; Cheng et al., 2014; Galbaugh et 

al., 2010). Le récepteur PRLR activé par son ligand active classiquement la voie 

JAK/STAT5, favorisant en aval la différenciation alvéolaire de cellules épithéliales 

mammaires ainsi que le maintien de leur programme de différenciation (Cui et al., 2004; 

Wagner et al., 2004). À l’inverse, en présence d’une matrice extracellulaire de collagène 
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dense et rigide, le récepteur PRLR associé avec des intégrines 1 activées induit alors 

l’activation de la voie RAS/MAPK via le recrutement de GRB2, favorisant ainsi la 

prolifération cellulaire (Barcus et al., 2013). Ces mécanismes de régulation dépendants du 

microenvironnement sont cruciaux dans la glande mammaire, où le maintien de 

l’homéostasie épithéliale dépend grandement des interactions avec le stroma (Barcus et al., 

2013; Nisticò et al., 2014). La protéine adaptatrice GRB2 pourrait, par des mécanismes 

similaires, faciliter le recrutement de MPZL1 liée à SRC dans les groupements d’intégrines 

activées par leur liaison à la fibronectine, favorisant ainsi l’activation de SRC et la 

phosphorylation subséquente de MPZL1, tel que décrit pour PTPRA et SIRP (Cheng et al., 

2014; Galbaugh et al., 2010; Playford and Schaller, 2004). L’étude de la régulation de 

l’association de ce complexe signalétique, ainsi que des composants de la matrice 

extracellulaire stimulant sa formation pourrait permettre de déterminer si ce complexe est 

dérégulé dans le cancer du sein HER2+ et quels sont les facteurs favorisant son assemblage 

dans ce contexte. 

L’interaction de GRB2 et MPZL1 caractérisée par nos travaux pourrait être la 

conséquence d’une dérégulation de la formation de ce complexe dans notre modèle de cancer 

du sein HER2+, tout comme d’une modification du niveau d’expression d’un des composants 

du complexe dans ce contexte. L’expression de MPZL1 est ubiquitaire, et il a été montré que 

sa phosphorylation et son association à PTPN11 sont nécessaires à des étapes très précoces 

du développement embryonnaire telles que la gastrulation chez le poisson zèbre 

(Paardekooper Overman et al., 2014; Roubelakis et al., 2007; Zhao and Zhao, 2003). Ces 

données suggèrent fortement que le complexe MPZL1-PTPN11 joue un rôle général dans la 

signalisation cellulaire. Par ailleurs, bien qu’elle n’ait jamais été identifiée par des approches 

similaires à celle utilisée dans nos travaux, nous avons identifié l’interaction entre GRB2 et 

MPZL1 par Western blot dans la lignée non cancéreuse HEK293T, qui ne surexprime pas le 

récepteur HER2. L’interaction entre ces deux protéines observées pour la première fois dans 

des cellules de cancer du sein HER2+ pourrait alors être favorisée par ce contexte cellulaire 

plutôt qu’y être spécifique. L’explication la plus pertinente de cette augmentation 

d’interaction dans les cellules de cancer du sein HER2+ serait que l’un des partenaires soit 

surexprimé. Toutefois, les niveaux d’expression de MPZL1 et GRB2 sont très inférieurs dans 

la lignée HCC1954 comparativement à la lignée HEK293T, dans laquelle des analyses par 
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AP-MS des interactions de GRB2 n’ont pas identifié MPZL1 (Bisson et al., 2011, données 

non montrées). Par ailleurs, il a été suggéré que les fonctions de MPZL1 dans la migration et 

l’adhésion cellulaires soient dépendantes des modèles cellulaires. Des travaux ont suggéré 

un rôle de l’isoforme inactif MPZL1b, dont les niveaux d’expression relatifs sont très 

variables au niveau tissulaire, dans la régulation des fonctions signalétiques de MPZL1 

(Kusano et al., 2008). De plus, il a été suggéré que la glycosylation de MPZL1 soit également 

spécifique à chaque tissu (Zannettino et al., 2003; Zhao and Zhao, 2003). Ces deux 

paramètres pourraient réguler la phosphorylation de MPZL1, et ainsi son association à 

PTPN11 et GRB2, modulant potentiellement ses fonctions signalétiques dans l’adhésion et 

la migration cellulaires.  

D’autre part, tel que mentionné précédemment, un complexe constitué de GRB2, PTPN11 

et d’une protéine de 29 kDa, poids moléculaire de la forme non glycosylée de MPZL1, a été 

décrit dans une lignée de cancer du sein HER2- (Minoo et al., 2003). Cependant, l’association 

de la protéine de 29 kDa n’a été observée qu’en présence d’une forme catalytiquement 

inactive de PTPN11, théoriquement incapable de déphosphoryler ses substrats tels que 

MPZL1. Ceci suggère que l’association phospho-dépendante de ces trois protéines est très 

transitoire dans ce modèle cellulaire. Cette étude avait toutefois souligné que la 

phosphorylation de PTPN11 sur les deux tyrosines lui permettant de lier GRB2 était 

nécessaire à la formation du complexe GRB2-PTPN11-p29 (Minoo et al., 2003). De façon 

intéressante, la protéine PTPN11 est retrouvée associée à GRB2 indépendamment de 

l’inhibiteur de tyrosine phosphatases pervanadate dans nos travaux, suggérant que la 

surexpression de HER2 favorise la phosphorylation soutenue de PTPN11 (Zhou and Agazie, 

2009) et ainsi son association à GRB2 et potentiellement p29 et/ou MPZL1. 

De plus, une étude récente a démontré que la protéine MPZL1 est un régulateur de la 

prolifération dépendante de HER2 de cellules du cancer du sein (Lapin et al., 2014). En 

accord avec la littérature et les résultats des travaux conduits ici, nous proposons que des 

dérégulations dans la signalisation de HER2 participent au recrutement aberrant de SRC et 

MPZL1 dans les regroupements d’intégrines et à la promotion de l’association de GRB2 à 

PTPN11, favorisant de ce fait la formation du complexe caractérisé ici, ainsi que la promotion 

en aval de l’adhésion et de la migration cellulaires. (Cheng et al., 2014; Galbaugh et al., 2010; 

Playford and Schaller, 2004). Le complexe signalétique identifié par ces travaux pourrait 
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ainsi être favorisé par la dérégulation de nombreuses voies de signalisation plutôt que par la 

simple suractivation de HER2, et être impliqué dans l’oncogenèse et le processus 

métastatique. 

 

4.3 Les réseaux signalétiques de GRB2 sont modulés dans des modèles de 

progression tumorale 

 

De par sa capacité à interagir avec différentes combinaisons de récepteurs et d’effecteurs 

et ainsi à assurer la nucléation de complexes signalétiques spécifiques, la protéine adaptatrice 

GRB2 permet d’augmenter et de contrôler la diversité et spécificité des réponses cellulaires 

(Pawson and Nash, 2003). Compte tenu du rôle clé de GRB2 dans la progression tumorale 

du cancer du sein HER2+, nous avons postulé que les réseaux de signalisation de GRB2 sont 

modulés lors de la progression tumorale, permettant ainsi à GRB2 d’assumer une fonction 

de soutien du processus oncogénique et plus particulièrement métastatique (Cheng et al., 

1998; Dankort et al., 2001; Giubellino et al., 2007). Nous avons donc caractérisé ces réseaux 

signalétiques dépendants de GRB2 dans deux modèles de progression tumorale, le premier 

in vitro mimant la transition épithélio-mésenchymateuse (chapitre 3.1), le second in vivo 

permettant d’intégrer l’implication des interactions cellules tumorales/microenvironnement 

(chapitre 3.2). Ces analyses ont permis de décrire des modifications dans la nature des 

partenaires de GRB2, mais également dans l’intensité de ces interactions au sein des réseaux 

de GRB2 dans ces modèles. 
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4.3.1 GRB2 interagit avec de nouveaux interacteurs dans deux modèles de 

progression tumorale 

 

Les réseaux de GRB2 dans nos deux modèles de progression tumorale incluent des 

partenaires de GRB2 qui n’ont pas été identifiés dans les contrôles. Nous avons ainsi identifié 

18 partenaires inclus dans les réseaux de signalisation de GRB2 exclusivement après 

modélisation de la progression tumorale, soit dans les lignées explantées de tumeurs 

mammaires chez la souris, soit après traitement au TGF. Tel que mentionné dans la section 

3.3, la majorité de ces partenaires (11 sur 18) sont des interacteurs connus de GRB2, appuyant 

ainsi la validité de notre approche. 

De façon intéressante, la plupart des nouveaux partenaires identifiés ici sont connus pour 

être impliqués dans la progression tumorale, soulignant la pertinence biologique de nos 

travaux. Notamment, la protéine 14-3-3 ou SFN, qui n’est pas reconnue dans la littérature 

comme partenaire de GRB2, a été retrouvée dans les réseaux de GRB2 exclusivement après 

modélisation de la progression tumorale, dans nos deux modèles. SFN appartient à la famille 

des protéines 14-3-3, dont la plupart des membres sont connus pour interagir avec GRB2 

(Bisson et al., 2011). Cette protéine adaptatrice impliquée dans l’inhibition du cycle cellulaire 

est induite après dommages à l’ADN. Elle a ainsi été proposée comme protéine anti-tumorale, 

corrélant avec la diminution de son expression observée dans différents cancers (Hermeking 

et al., 1997; Lodygin and Hermeking, 2005). Cependant, des études plus récentes ont 

également décrit un rôle pro-tumoral pour cette protéine, notamment dans le cancer du 

poumon où SFN favorise la prolifération cellulaire, ainsi que la formation de tumeurs 

primaires et de métastases in vivo (Boudreau and Bissell, 2010; Ko et al., 2014; Shiba-Ishii 

et al., 2015). Les mécanismes soutenant les fonctions pro-oncogéniques de cet inhibiteur du 

cycle cellulaire demeurent peu documentées. L’identification dans nos travaux d’une 

association spécifique à la progression tumorale entre GRB2 et SFN suggère que cette 

interaction puisse participer aux fonctions pro-oncogéniques de ce partenaire. Par ailleurs, de 

nombreuses études à haut débit ont décrit une interaction entre SFN et EGFR, suggérant que 

l’association de GRB2 à cette dernière puisse être indirecte, ou bien que GRB2 assure le 

recrutement de SFN aux récepteurs actifs (Li et al., 2013; Petschnigg et al., 2014). La 

description des déterminants moléculaires régulant cette interaction et sa modulation dans le 
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cancer du sein HER2+ pourraient ainsi permettre de clarifier le rôle de cette association, 

notamment dans la promotion de la signalisation pro-oncogénique dépendante de la 

signalisation par les récepteurs HER. 

Par ailleurs, plusieurs études soulignent un rôle de GRB2 dans la transduction du signal 

spécifique à la progression tumorale dans la glande mammaire. Par exemple, GRB2 assure 

la transduction d’un signal pro-prolifératif soutenu en aval du récepteur de la prolactine ou 

encore la transduction du signal induisant la transition épithélio-mésenchymateuse en aval 

du récepteur au TGF (Barcus et al., 2013; Galliher-Beckley and Schiemann, 2008). Les 

nouvelles interactions de GRB2 identifiées par nos travaux pourraient ainsi appartenir à des 

voies de signalisation spécifiques à la progression du cancer du sein HER2+. 

Ces partenaires nouvellement caractérisés constituent de ce fait des cibles thérapeutiques 

potentielles très prometteuses. En effet, l’inhibition des fonctions signalétiques de GRB2, 

très étudiée au début des années 2000, induit une très forte réduction de la masse tumorale et 

des métastases dans le cancer du sein, notamment HER2+; cependant, aucun des inhibiteurs 

décrits dans la littérature n’a été testé en phase clinique (Giubellino et al., 2007; Iwata et al., 

2013; Morlacchi et al., 2014; Tanaka et al., 2012). Ceci est possiblement attribuable à la 

fenêtre thérapeutique très réduite offerte par des inhibiteurs généraux de GRB2, requise à un 

nombre important de processus cellulaires fondamentaux (Belov and Mohammadi, 2012). 

L’inhibition d’interactions spécifiques de GRB2 avec des partenaires impliqués dans la 

progression tumorale du cancer du sein HER2+ constituerait ainsi une approche 

thérapeutique plus pertinente. 

 

4.3.2 Les réseaux signalétiques de GRB2 présentent des modulations 

d’interaction dans deux modèles de progression tumorale 

 

En sus des nouveaux interacteurs identifiés après modélisation de la progression tumorale, 

la modulation de l’association d’un nombre important de partenaires connus de GRB2 avec 

cette dernière a été soulignée par nos travaux. Par exemple, les protéines YWHAQ et WIPF2, 

ne sont associées à GRB2 qu’après traitement pervanadate dans la lignée de cancer du sein 

HER2+ avant modélisation de la progression tumorale. Ces deux protéines sont toutefois 

retrouvées en complexe avec la protéine adaptatrice dans la première lignée explantée de 
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tumeur mammaire primaire même en absence d’inhibition des tyrosine phosphatases. Ceci 

suggère que la sélection exercée par le microenvironnement de la glande mammaire sur les 

cellules tumorales a conduit à l’établissement d’une phosphorylation soutenue de certains 

interacteurs phospho-dépendants de GRB2, induisant leur recrutement dans les réseaux de 

signalisation de GRB2 en absence de stimulation. 

La diminution ou perte d’interaction d’un grand nombre de partenaires de GRB2 avec 

cette dernière a également été observée dans ces travaux. De façon intéressante, une forte 

proportion de ces interacteurs sont impliqués dans la signalisation pro-oncogénique 

dépendante des récepteurs HER, tels que EGFR et HER2 eux-mêmes, ou encore GAREM et 

CRKL. Ceci suggère que les réseaux signalétiques nucléés par GRB2 commutent d’un état 

favorisant la prolifération dépendante de HER à un état moins dépendant de la signalisation 

des récepteurs HER, soutenant le processus métastatique au cours de la progression tumorale. 

Cependant, il a été démontré que le recrutement direct de GRB2 à HER2 conduit chez la 

souris à l’établissement de tumeurs mammaires focales de petite taille et favorise une 

formation plus importante de métastases, comparativement à l’association du récepteur à 

SHC1 par exemple (Dankort et al., 2001). Ces résultats suggèrent, à l’inverse de nos 

observations, que les interactions de GRB2 soutiennent le processus métastatique en aval de 

HER2 plus que la prolifération. Ces études ont toutefois été menées dans des modèles 

différents (xénogreffes orthotopiques ou modèles transgéniques). Des analyses couplant la 

caractérisation des réseaux de GRB2 avec la formation de tumeurs primaires et de métastases 

pourraient permettre de clarifier ce point. 

De façon intéressante, quatre partenaires connus de GRB2 voient leur association à celle-

ci diminuée dans nos deux modèles de progression tumorale. Ces quatre interacteurs, 

GAREM, PTPRA, DNM2 et CBLB, sont connus pour être impliqués dans la progression 

tumorale, tel que discuté au chapitre 3.3 (Boivin et al., 2013; Cheng et al., 2014; Tashiro et 

al., 2009; Vennin et al., 2015; Yamada et al., 2016). Par ailleurs, deux d’entre eux (PTPRA 

et DNM2) sont proposés présenter des fonctions pro- ou anti-tumorales en fonction du 

contexte cellulaire, tout comme SFNsuggérant que leur association à GRB2 pourrait 

également réguler ces fonctions dépendantes du contexte cellulaire (Boivin et al., 2013; Lee 

et al., 2010; Yamada et al., 2016).  
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4.4 Les interactions de GRB2 identifiées suggèrent que la surexpression 

de HER2 induit des modifications dans les réseaux signalétiques 

dépendants de GRB2 

 

Les modulations des réseaux d’interactions de GRB2 décrites par nos travaux et discutées 

ci-dessus ont ainsi été caractérisées pour la première fois dans notre modèle de cancer du sein 

HER2+. Cependant, ces modulations peuvent dépendre de la suractivation de HER2 tout 

comme de variations dépendantes du modèle cellulaire non reliées à la surexpression du 

récepteur oncogénique, comme par exemple la surexpression d’un des partenaires. Nos 

travaux ne permettent donc pas de démontrer que la suractivation du récepteur HER2 induise 

directement les régulations dans les réseaux de GRB2 décrites ici. Ce point nécessiterait 

l’étude de ces interactions dans un modèle cellulaire surexprimant HER2 WT ou un mutant 

catalytiquement inactif (HER2 K753M) (Klos et al., 2006; Li et al., 2004). L’interaction entre 

GRB2 et MPZL1 a ainsi été étudiée dans des cellules HEK293T surexprimant l’une des deux 

formes du récepteur; cependant, aucune modification de l’interaction en fonction de l’activité 

de HER2 n’a pu être mise en évidence par analyses Western blot des purifications de GRB2 

(données non montrées). De plus, de nombreuses études soulignent la nécessité de multiplier 

les modèles cellulaires, notamment dans le contexte du cancer du sein afin d’obtenir des 

résultats biologiquement pertinents (Ursini-Siegel et al., 2007; Vargo-Gogola and Rosen, 

2007). L’analyse des réseaux d’interaction de GRB2 dans un panel de lignées cellulaires de 

cancer du sein HER2+ permettrait d’une part l’affranchissement des biais de variations 

dépendantes du modèle cellulaire, mais également l’identification des modulations 

d’interactions corrélant avec l’agressivité de chaque lignée. Par ailleurs, l’utilisation de la 

récente technique d’étiquetage de proximité BioID pourrait permettre d’identifier des 

interactions de GRB2 plus transitoires dans ces modèles de cancer du sein HER2+ (Roux et 

al., 2012). Enfin, bien que les données du laboratoire démontrent que les niveaux 

d’expression de GRB2 ne régulent pas ses interactions (Bisson et al., 2011), il a été montré 

que la dimérisation de GRB2 en solution affecte la stœchiométrie de certaines de ses 

interactions (Ahmed et al., 2015; Lin et al., 2012; McDonald et al., 2008b, 2012, 2013). Il a 

de plus été sugggéré que cette dimérisation régule les fonctions biologiques de la protéine 

adaptatrice (Ahmed et al., 2015; Lin et al., 2012; McDonald et al., 2008b, 2012, 2013). Afin 
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de s’affranchir de ce biais potentiel, il serait utile d’établir des modèles de cancer du sein 

HER2+ exprimant la protéine de fusion 3xFLAG-GRB2 sous le contrôle de son promoteur 

endogène grâce à la technique de CRISPR afin de ne pas modifier les niveaux d’expression 

de cette dernière (Ratz et al., 2015). 

D’autre part, ces travaux, bien que démontrant pour la première fois que les réseaux 

d’interactions de GRB2 présentent des modulations dans la progression tumorale du cancer 

du sein HER2+, demeurent descriptifs. La quantification absolue de l’abondance de chaque 

interacteur dans les complexes de GRB2 dans ces modèles de progression tumorale grâce à 

l’utilisation de la récente technique de protéomique d’AP-SWATH, permettant la détection 

et quantification sensible et robuste des protéines d’un échantillon, consoliderait les 

observations présentées ici (Findlay et al., 2013; Gillet et al., 2012). La corrélation entre l’état 

d’une interaction de GRB2 et sa fonction dans la progression tumorale pourrait être établie 

via un criblage des candidats basé sur le modèle de transition épithélio-mésenchymateuse in 

vitro, par exemple. D’autre part, les analyses effectuées dans les lignées explantées de 

tumeurs primaires chez la souris après xénogreffes ont relevé des différences conséquentes 

et pertinentes dans les réseaux de GRB2. Ces analyses constituent ainsi une preuve de 

concept intéressante, suggérant que l’optimisation de notre stratégie pour l’étude des réseaux 

de GRB2 dans les tumeurs primaires formées chez la souris permettra l’identification de 

nouvelles variations dans les associations de la protéine adaptatrice spécifiques aux 

stimulations du microenvironnement et aux interactions entre ce dernier et les cellules 

tumorales. 

Ces travaux pourraient ainsi permettre, à terme, de cartographier précisément les réseaux 

de signalisation de GRB2 tout en les corrélant avec différents phénotypes cancéreux. 
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4.5 Conclusion générale 

 

L’objectif de ce projet de recherche était de caractériser les réseaux de signalisation de 

GRB2 dans le cancer du sein HER2+ en vue d’identifier de nouveaux complexes 

signalétiques participant au processus oncogénique dépendant de HER2. Nous avons 

caractérisé cinq nouveaux partenaires de GRB2 dans des cellules de cancer du sein HER2+, 

et quatre de ces derniers sont décrits dans des mécanismes participant à la progression 

tumorale (Allen-Petersen et al., 2014; Ikeda et al., 2010; Jia et al., 2014; Lapin et al., 2014; 

Rao et al., 2012; Weber-Boyvat et al., 2015). Nous avons également caractérisé pour la 

première fois des modulations dans les réseaux de signalisation de GRB2 dans deux modèles 

de progression tumorale HER2+, soient les lignées extraites de tumeurs chez la souris et le 

traitement au TGF (Galliher-Beckley and Schiemann, 2008; Northey et al., 2008; Vargo-

Gogola and Rosen, 2007). Nous avons ainsi mis en évidence une nouvelle interaction de 

GRB2 avec SFN dans ces deux modèles, suggérant que cette association participe à la 

progression tumorale. Ces travaux ont également souligné une diminution de l’interaction de 

quatre partenaires de GRB2 avec cette dernière dans nos deux modèles, suggérant que ces 

modulations participent elles aussi à la progression tumorale. Enfin, ces données nous ont 

permis de souligner une tendance globale caractérisée par la diminution de régulateurs 

positifs de la signalisation des récepteurs HER et l’augmentation d’inhibiteurs de cette 

signalisation dans les réseaux de GRB2 au cours de la progression tumorale dans nos deux 

modèles, tant au niveau de la nature de ces partenaires qu’au niveau de leur abondance. Ceci 

constitue la première évidence soutenant que les réseaux globaux de signalisation de GRB2 

sont modulés au cours de la progression tumorale du cancer du sein HER2. L’apparente 

diminution de l’association des réseaux de GRB2 à la signalisation induite par HER2 dans 

ces modèles de progression tumorale est surprenante et constitue une information précieuse. 

En effet, dans le cadre des thérapies ciblées de HER2 et des thérapies combinées, la perte de 

dépendance à GRB2 de la signalisation induite par HER2 pourrait représenter un mécanisme 

de résistance important, dont la caractérisation pourrait faciliter le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Nous avons par la suite caractérisé la formation d’un complexe signalétique incluant 

GRB2, PTPN11 et MPZL1 qui ne semble pas dépendre directement de la suractivation de 
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HER2, mais qui pourrait participer au processus oncogénique. Ce complexe pourrait être 

impliqué dans la promotion du processus métastatique en favorisant l’adhésion cellulaire à 

la matrice extracellulaire, la migration cellulaire dans un microenvironnement de type 

stromal et à l’activation de ERK induite par l’adhésion cellulaire dans ce type de 

microenvironnement. La caractérisation dans nos travaux des déterminants moléculaires 

régissant la formation de ce complexe permettra l’étude de son implication fonctionnelle dans 

le processus oncogénique, et facilitera le cas échéant le développement d’inhibiteurs 

spécifiques. En effet, l’inhibition de GBR2 dans le cancer du sein HER2+, bien que très 

prometteuse, a été abandonnée avant les tests cliniques probablement en raison de la fenêtre 

thérapeutique extrêmement réduite de ces inhibiteurs (Giubellino et al., 2007; Morlacchi et 

al., 2014). L’inhibition de la formation d’un complexe signalétique spécifique soutenant les 

fonctions métastatiques de GRB2 offre quant à elle une fenêtre thérapeutique bien plus 

avantageuse. 

En conclusion, ces travaux ont permis de caractériser pour la première fois des 

modifications dans les réseaux signalétiques de GRB2 dans des modèles de cancer du sein 

HER2+. De plus, nous avons identifié grâce à nos études 14 partenaires de GRB2 non 

recensés dans la littérature. La majorité de ces derniers sont décrits dans des mécanismes 

participant au processus oncogénique, suggérant ainsi que leur association à GRB2 dans nos 

modèles puisse participer à leurs fonctions oncogéniques. L’étude des déterminants 

moléculaires de leur association à GRB2 et de l’implication de ces complexes dans la 

signalisation pro-oncogénique de HER2 permettrait ainsi de mieux comprendre le rôle de 

GRB2 dans le processus métastatique du cancer du sein HER2+, ainsi que de proposer de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 
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Avant-propos 

 

Au cours de mon doctorat, j’ai eu l’opportunité de particper à la rédaction d’un chapitre de 

livre de la collection Methods in Molecular Biology. Ce chapitre visait à décrire de façon 

accessible le protocole de préparation d’échantillons provenant de lignées cellulaires 

cancéreuses ou de biopsies de tumeurs pour les analyses de spectrométrie de masse. Ce 

protocole a été mis au point par le Dr N. Bisson et le Dr D. Andrew James. Le travail de 

rédaction a été effectué en proportion égale par la co-première auteure L. Vélot et moi-même, 

conjointement avec les Drs. James et Bisson. Ce chapitre a été inclus dans le livre The Tumor 

Microenvironment, édité par la Dre J. Ursini-Siegel et la Dre N. Beauchemin, paru en 2016. 

J’évalue ma contribution à cet article à 30%.  

https://link-springer-com.acces.bibl.ulaval.ca/bookseries/7651
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i. Summary/Abstract 

 

A precisely controlled network of protein-protein interactions constitutes the basis for 

functional signaling pathways. This equilibrium is more often than not disrupted in cancer 

cells, by the aberrant expression or activation of oncogenic proteins. Therefore, the analysis 

of protein interaction networks in cancer cells has become crucial to expand our 

comprehension of the molecular underpinnings of tumor formation and progression. We 

describe here a protocol for sample preparation for mass spectrometry (MS) analysis of 

signaling complexes following the affinity purification of a protein of interest from a cancer 

cell line or a solid tumor. In particular, we provide a spin tip-based protease digestion 

procedure that offers a more rapid and controlled alternative to other gel-based and gel-free 

methods. This sample preparation protocol represents a useful strategy to identify protein 

interactions and to gain insight into the molecular mechanisms that contribute to the cancer 

phenotype. 

 

ii. Keywords 

 

Protein interactions, mass spectrometry, sample preparation, tryptic digestion, spin tip. 
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1. Introduction 

 

Intercellular communication is a critical feature of multicellular organisms. The signaling 

pathways that convey messages are commonly organized via inducible protein-protein 

interactions. This constitutes the basis for large, complex and dynamic signaling networks 

whose assembly and dismantling must be highly coordinated [1]. In humans, activation of 

these pathways at inappropriate locations or times can have disastrous consequences such as 

cell transformation and cancer [2]. 

 

The heterogeneity of both the genomic landscape and the cancer cell phenotype, within a 

given tissue, highlight the complexity of the disease. It has become clear that phenotypes are 

not simply the result of a mutation in a single gene but rather reflect the interplay between a 

number of molecular interactions. In that respect, network-based approaches have become 

crucial for our understanding of the molecular underpinnings of tumor formation and 

progression [3,4].  

 

The analysis of protein-protein interactions within signaling networks using affinity 

purification followed by MS is one of the best suited methods to identify proteins that 

associate together directly or indirectly under physiological conditions, in normal and cancer 

cells [5,6]. We provide here a protocol for sample preparation for MS analysis of signaling 

complexes following the affinity purification of a protein of interest from a cancer cell line 

or solid tumor tissue. 

 

Sample preparation often is an underestimated step in mass spectrometry analyses. Most of 

the current protocols have the drawbacks of (1) being performed following gel 

electrophoresis, (2) requiring a long incubation time with trypsin and (3) necessitating an 

additional cleanup step prior to MS analysis. Here, we describe a rapid, simple and 

reproducible method for gel-free sample preparation supporting mass spectrometry analysis 

of proteins, based on the utilization of spin tips. The digestion of protein samples directly on 

a chromatographic support allows for (1) gel-free digestion of a wide variety of samples, (2) 

a significantly shorter time of incubation with the protease and (3) simultaneous purification 
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and desalting of the sample. Moreover, the preparation of samples as described here leads to 

high reproducibility, as the fixed capacity of the chromatographic medium limits the amount 

of protein to be processed. This approach has been successfully utilized to identify 

phosphorylation sites on a protein of interest [7], to characterize interaction partners 

following affinity purification [8,9] and to investigate signaling network dynamics in 

transformed cells [10]. The method is also suitable for preparation of samples from tumor 

tissues for proteomic analyses. 

 

2. Materials 

 

In order to avoid contamination with keratins, it is recommended to handle materials with 

clean gloves. 

 

2.1. Tissue culture and protein extraction 

 

1. LNCaP human prostate adenocarcinoma cells (or another cancer cell line, or tumor tissue). 

(See Note 1) 

2. RPMI 1640 with L-glutamine culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum 

(FBS).  

3. Phosphate buffered saline (PBS): 137 mM sodium chloride (NaCl), 2.7 mM potassium 

chloride (KCl), 10 mM sodium phosphate dibasic (Na2HPO4), 1.8 mM potassium phosphate 

monobasic (KH2PO4). 

4. Cell lysis buffer: 20 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA), 1% NP-40 (Igepal), 0.5% sodium deoxycholate, 10% glycerol. In order to 

prevent protein degradation, the buffer is supplemented with 1.5 µM aprotinin, 20 µM 

leupeptin, 15 µM pepstatin and 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) just before use. 

If required, phosphatase inhibitors may also be added (e.g. 10 mM β-glycerophosphate, 50 

mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate). 
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2.2. Affinity purification and sample elution 

 

1. Affinity resin (to be selected according to the antibody required) (See Note 2) 

2. Cell lysis buffer (as in 2.1)  

3. Wash buffer: 20 mM Tris, pH 7.4 (may be supplemented with protease and phosphatase 

inhibitors, if required) 

4. Elution solution: 50 mM phosphoric acid, pH 1.5-2 

 

2.3. Protein digestion on chromatography medium in a spin tip 

 

The reagents listed below should be handled with care to avoid contamination with keratins. 

Buffers should be diluted in high-pressure liquid chromatography (HPLC)-grade water. 

1. A 10 µL pipette tip with a 0.6 µL bed of strong cation chromatography medium (SCX) 

fixed at its end (e.g. Millipore ZipTip®) with adaptor. 

2. Conditioned SCX resin in water: Polysulfoethyl A, particle size 12 µm, pore size 300 Å 

(optional) 

3. 10 mM potassium phosphate buffer, pH 3.0 

4. HPLC grade water  

5. 100 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) in 100 mM Tris, pH 9.0 

6. Sequencing grade modified trypsin or other protease 

7. 100 mM iodoacetamide (light-sensitive, keep in the dark) 

8. 200 mM Tris, pH 8.0 

9. 2% formic acid  

 

3. Methods 

 

3.1. Tissue culture and protein extraction 

 

1. Grow LNCaP cells to 90% confluence in 10 cm petri dishes in RPMI medium with L-

glutamine supplemented with 10% fetal bovine serum, at 37 °C in a 5% CO2 controlled 

atmosphere (see Note 3). 
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2. Carefully place the dishes on ice. Rinse cells once with 10 mL ice-cold PBS to remove any 

trace of culture medium.  

3. Add 1 mL of cell lysis buffer per 10 cm dish (see Note 4). Lift cells off the plate using a 

scraper and harvest lysate in a 1.5 mL tube. Incubate for 20 minutes at 4 °C; mixing is 

optional (see Note 5).  

4. Centrifuge at >15,000g for 20 minutes at 4 °C to remove insoluble material. 

5. Collect supernatant in a new tube. Keep the lysate on ice for immediate use, or store at -

80 °C. A small fraction of the lysate will be required to determine protein concentration (e.g. 

using bicinchoninic acid (BCA) assay) and for control experiments, if required (e.g. Western 

blotting analysis).  

 

3.2. Affinity purification and sample elution 

 

1. Prepare the required amount of affinity resin (see Note 6) by washing with cell lysis buffer 

(or PBS) three times, according to the manufacturer’s recommendations (see Note 7).  

2. In a new tube, mix 20 mg of cell lysate to the required amount of pre-washed affinity resin 

(see Note 8). Rotate the tubes at 4 °C for 90 minutes (see Note 9). 

3. Pellet beads by centrifugation at 200g for 2 minutes at 4 °C (see Note 10). A fraction of 

the post-purification lysate may be kept to confirm that this step was successful. Remove 

supernatant and resuspend resin in 900 µL of lysis buffer by gently inverting the tubes a few 

times. Repeat this wash step two times. 

4. Pellet the beads by centrifugation at 200g for 2 minutes at 4 °C. Remove supernatant and 

add 900 µL of wash buffer to resuspend the pelleted beads. Repeat once. This step is critical 

in removing salts and detergents, which are not compatible with later steps (see Note 11). 

After the last wash, aspirate as much wash buffer as possible, without disturbing the resin. 

5. Add 100 µL of elution solution to the beads. Incubate at 4 °C with 1,000rpm agitation for 

10 minutes (see Note 12). 

6. Pellet beads by centrifugation at 200g for 2 minutes at 4 °C. Keep supernatant by 

transferring to a new tube. Repeat the elution twice and pool the three eluates in a single tube 

(see Note 13). 
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7. Centrifuge the pooled elutions at >15,000g for 1 minute at 4 °C, then transfer the 

supernatant to a new 1.5 mL tube while avoiding to transfer any residual beads. This latter 

step is crucial. Sample can be stored at -80 °C for later use (see Note 14). 

 

3.3. Protein digestion on chromatography medium in a spin tip 

 

1. Fit a 10 µL pipette tip with a 0.6 µL bed of strong cation chromatography medium (SCX) 

fixed at its end with no dead volume (e.g. Millipore ZipTip®, see Note 15) into a 1.5 mL 

standard collection tube, using an adaptor (see Note 16) (Figure 1). 

2. Wash column with 80 µL of potassium phosphate buffer. Centrifuge at 200g for 2 minutes 

at a time until all buffer goes through the column. Discard the flow-through. Repeat this wash 

step twice. 

 
 

Figure Annexe 1. Spin tip-based protein digestion setup. (a) A 10 µL spin tip with a bed 

of 0.6 µL of fixed SCX resin at its end is shown. (b) The spin tip fits in a 1.5 mL tube with 

an adaptor. (c) Conditioned SCX resin can be added to the spin tip to increase column 

capacity. 

 

3. Load protein sample (H3PO4 eluates from 3.2) on spin tip by centrifugation at 200g for 2 

minutes of a volume of 80 µL at a time (see Note 17). Repeat this step until the protein sample 

is completely loaded (see Note 18). You may keep the flow-through and analyze a fraction 

of it to verify that all proteins have bound the column. 

4. Wash column (as in step 2) with 60 µL of potassium phosphate buffer. 

5. Wash column with 30 µL of HPLC-grade water. 

6. Transfer the column in a new 1.5 mL collection tube. 

7. Incubate with 100 mM TCEP for 30 minutes at room temperature. To achieve this, pipette 

2-3 µL of solution and centrifuge for 1-2 seconds, until a tiny droplet (representing less than 
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the complete volume of solution) is seen at the bottom of the collection tube. Do not let it go 

through completely (see Note 19) (Figure 1). 

8. Wash column with 60 µL of HPLC grade water. 

9. Transfer spin tip into a new collection tube. 

10. Resuspend MS grade tryspin in 100 mM Tris pH 8.0, 10 mM iodoacetamide in order to 

get to a final concentration of 2 mg/mL (see Note 20). 

11. Put trypsin solution on the resin as detailed in step 7 above (see Note 21) (Figure 1). 

Incubate with trypsin solution for 1-2 hours at room temperature, in the dark (see Note 22). 

12. Elute digested sample into a new collection tube by washing column with 5 µL of HPLC-

grade water (see Note 23). Keep the flow-through; this is the digested sample. Repeat twice 

and pool eluates; total volume should be 15 µL. 

13. Acidify the eluate by adding 1 µL of 2% formic acid. 

14. Store at -80 °C until mass spectrometry analysis (see Note 24). 

 

4. Notes 

 

1. Negative controls should be planned to perform bioinformatics analysis of MS data.  

2. The cell lysis buffer composition has to be compatible with the affinity resin that is 

selected. 

3. The amount of cells to be grown is relative to expression level of the protein bait (also see 

Note 8). 

4. The volume of lysis buffer to be used is determined from the size of the cell pellet and the 

expected total protein content, which are both dependent of the cell line that is utilized. 

Typically, a volume of 0.3 mL to 1 mL is adequate for a 10 cm culture plate. 

5. Alternatively, proteins may be extracted from tumor tissue using the same lysis buffer. 

However, the tissue will require mechanical homogenization to achieve a complete lysis.  

6. The selection of the affinity resin is made following the selection of the cell line that is 

utilized. For example, cells stably or transiently expressing an epitope-tagged protein (e.g. 

GFP, Flag, HA, Myc) will require an affinity resin that recognizes the epitope. On the other 

hand, non-engineered (parental) cell lines will necessitate custom antibody-immobilized 

beads to precipitate endogenous proteins.  
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7. The utilization of wide-bore pipette tips will facilitate resin transfer. Beads dilution in a 

larger volume (e.g. 100 µL per 10-20 µg of beads, per purification) will ensure that beads are 

distributed equally among all tubes, if several affinity purifications are performed 

simultaneously. 

8. The amount of total protein to be used in each affinity purification procedure requires to 

be tested experimentally, as it is dependent of the bait protein expression level and the affinity 

of the antibody for the bait protein, among other factors. Better results are obtained when 0.5 

to 1 µg of the bait protein is affinity-precipitated. In order to verify this, step 3 of section 3.2 

may be followed by an extraction in Laemmli buffer to determine bait protein levels via SDS-

PAGE using a BSA standard. 

9. An incubation period of antibody-conjugated beads with cell lysates of 30 to 120 minutes 

is normally sufficient. A longer incubation period may lead to protein precipitation and to 

the identification of more contaminants as proteins interacting with the selected bait. 

Overnight incubations should be avoided. The volume in which the affinity purification is 

performed should not influence yields. 

10. If magnetic beads are used, all centrifugation steps of the affinity purification procedure 

are replaced by placing the tube on the magnet for 1 minute. 

11. For wash steps, a prolonged incubation is not required.  

12. The utilization of a temperature-controlled agitator is suggested but not required. 

Alternatively, tap the bottom of the tube gently a few times to resuspend beads every 2-3 

minutes. The low pH may lead to a change of color of the beads; this will not affect the 

subsequent steps. As elution of bait protein complexes using a peptide antigen is challenging 

and not compatible with gel-free tryptic digestion protocols for MS analysis, this is a 

significant advantage of this method. 

13. This elution method was successfully performed with M2 (Flag) affinity resin, protein A 

sepharose, streptavidin agarose and a variety of magnetic beads coupled to antibodies, 

peptides or chemicals. 

14. Proteins are stable for weeks in elution solution, if stored at -80 °C. Samples may be kept 

to perform spin tip digestion (section 3.3) simultaneously. 

15. While Millipore ZipTip®-SCX are easy to use, Glygen TopTips are also suitable and 

available with or without chromatography media. 
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16. The capacity of the SCX resin is estimated to be 0.5 µg of protein per µL of resin. The 

amount of SCX in the spin tip may be adjusted by adding resin (Polysulfoethyl A, particle 

size 12 µm, pore size 300 Å) to the spin tip. This can be achieved by pipetting conditioned 

SCX resin resuspended in water (in a 1:10 resin:water ratio), followed by centrifugation at 

200g for 2 minutes or until the resin is packed. The equivalent of 0.5 to 1.5 µL of resin may 

be added, for a total capacity around 1 µg of protein on the spin tip (Figure 1). This 

contributes to limit the amount of protein to be digested, thus increasing reproducibility of 

the tryptic digestion step and helping to estimate sample concentration. 

17. The spin tip tryptic digestion protocol is also compatible with digestion of whole cell 

extracts for total proteome analysis (i.e. without the affinity purification step). The protein 

sample will need to be acidified prior to binding to the SCX resin. The reproducibility of the 

protocol described here was not specifically tested for this application. 

18. A highly concentrated protein sample to be loaded on the spin tip (i.e. above 2-3 µg) or 

one that is contaminated with beads from the affinity purification step may block the spin tip. 

To overcome this problem without compromising samples, it is possible to centrifuge at a 

higher speed (up to 400-500g, although this may block the column even further) or to use a 

closed glass capillary to stir gently the resin inside the spin tip. 

19. There should also be a small volume of the TCEP solution that is visible above the beads. 

If the complete volume inadvertently goes through the spin tip, this step may be repeated 

until successfully achieved.  

20. Iodoacetamide is an alkylation agent that irreversibly transforms cysteines to prevent the 

reformation of disulfide bonds. It may be omitted, due to the rareness of cysteine in protein 

sequences. If it is used, it will increase the mass of a cysteine from 103.01 Da to 160.03 Da 

for a carboxyamidomethylcysteine. Databases should be searched accordingly. 

21. It is crucial to ensure that the trypsin solution is on the column but does not go through 

completely. Iodoacetamide is light sensitive; therefore spin tips should be incubated in the 

dark (e.g. wrapping the tube rack in foil). The high concentration of trypsin that is utilized in 

this protocol and the small reaction volume allow an efficient digestion of proteins within 1 

to 2 hours. 

22. The protocol is also compatible with proteases other than trypsin, at neutral pH. 
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23. Elution may also be performed in freshly prepared 200 mM ammonium bicarbonate, pH 

8.0. This may be directly analyzed by mass spectrometry following acidification with formic 

acid to 1% final, or may require complete evaporation and resuspension in 0.1% formic acid 

in water. 

24. The digested sample may be kept at -80 °C for a few weeks. It may be directly analyzed 

by LC/MS-MS as it is, without evaporation/resuspension or further purification.  
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