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INTRODUCTION 

Le cancer est un véritable problème de santé publique. Selon le rapport annuel de l'Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), publié en décembre 2008, cette maladie sera la première cause de 

mortalité dans le monde d'ici 2010, détrônant les maladies cardio-vasculaires, et le nombre de cas 

devrait doubler d'ici 2030. La lutte contre le cancer représente donc plus que jamais un enjeu 

primordial. La recherche porte aujourd’hui sur la compréhension des bases moléculaires et 

génétiques impliquées dans les mécanismes de l’oncogenèse, la recherche de cibles diagnostique, 

pronostique et thérapeutique, et le développement d'un arsenal thérapeutique approprié. Parmi 

tous ces mécanismes, un évènement majeur de la tumorogenèse est lié à la modulation de 

l’interaction des cellules tumorales entre elles et avec leur micro-environnement. La mutation ou 

la variation d’expression de facteurs pro- ou anti-oncogénique joue un rôle important dans ce 

phénomène. 

Lors de ce travail de thèse, nous avons voulu apporter des éléments de réponse à la problématique 

suivante : l’étude des protéines sécrétées par la tumeur apporte t’elle des éléments contribuant à 

la compréhension des mécanismes de la tumorogenèse et peut elle permettre de mettre en valeur 

de nouvelles cibles d’intérêt clinique ? Nous avons ciblé notre étude sur le cancer du poumon, le 

plus fréquent au niveau mondial tant en terme d’incidence que de mortalité. Ce cancer présente le 

plus fort taux de mutation du gène p53, un anti-oncogène clé de la cellule. Cette perte de fonction 

induite par ces mutations module la sécrétion d’un grand nombre de facteurs protéiques dont la 

compréhension des conséquences physiopathologiques est primordiale, bien que paradoxalement, 

peu étudiée. Notre travail s’est ainsi focalisé sur l’étude de l’influence de p53 sur la modulation 

de la sécrétion de protéines par les tumeurs du poumon. 

Ce manuscrit de thèse s’articule autour de plusieurs axes. Dans une première partie, nous 

décrirons les données bibliographiques en rapport avec le contexte scientifique de cette étude. 

Différents chapitres seront ainsi abordés : la protéomique et les approches d’analyses 

différentielles, le cancer du poumon, la tumorogenèse, la protéine p53 et le secretome. Dans un 

second temps, nous présenterons les résultats obtenus. Ils ont nécessité la mise en place d’un 

modèle d’étude cellulaire et d’un procédé d’analyse protéomique adéquats. La transposition vers 

un modèle in vivo permettra de d’investiguer la présence et la régulation des protéines d’intérêt 

au niveau de la tumeur et des fluides biologiques. Ces résultats seront discutés et les nombreuses 

perspectives qui en découlent détaillées. Ces travaux participeront à une meilleure compréhension 

du rôle primordial joué par l’altération de p53 dans la modulation de l’environnement tumoral. 

De plus, ils permettront d’évaluer l’utilisation du secretome comme source potentielle pour la 

découverte de marqueurs tumoraux. 
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 

CHAPITRE 1 : Les approches et techniques en protéomique 

I  Introduction 

1. Définitions de la protéomique 

C’est en 1994 que le terme « protéome », défini alors comme l’ensemble des PROTEines 

exprimées par un génOME, a été pour la première fois employé par Marc Wilkins, puis repris 

dans ses publications [1, 2]. La science nommée « protéomique » était née. Aujourd’hui, le terme 

« protéomique » est utilisé de façon plus spécifique pour décrire l’étude de l’ensemble des 

protéines exprimées par un compartiment cellulaire (ex : les protéines nucléaires, les protéines 

mitochondriales, les protéines membranaires…), une cellule, un tissu ou un organisme à un temps 

donné et selon un ensemble de conditions connues [3]. Son but n’est pas seulement d’identifier 

toutes les protéines mais aussi de créer un réseau multidimensionnel des protéines d’une cellule 

intégrant leurs interactions et localisations. Le protéome d’une cellule est dynamique car 

directement lié à l’environnement immédiat dans lequel il est étudié. En réponse à un signal 

interne ou externe, les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles, changer 

de compartiment cellulaire (sécrétion,…), être synthétisées ou dégradées. En conséquence, 

l’étude du protéome doit s’effectuer dans un cadre bien défini. 

2. Origine de la protéomique 

Le véritable point de départ de la protéomique se situe en 1975, quand simultanément O’Farrell 

[4], Klose [5] et Scheel [6] publièrent les méthodes donnant naissance à l’électrophorèse 

bidimensionnelle. Leurs études ont permis, pour la première fois, la séparation d’un mélange 

complexe de protéines respectivement chez Escherichia coli, la souris et le cochon de Guinée. 

Ainsi, 1100 composés protéiques ont, par exemple, pu être séparés par O’Farrell chez 

Escherichia coli [4]. Néanmoins, les limites technologiques de l’époque ne permettaient pas 

l’identification de ces protéines et faisaient donc de l’électrophorèse bidimensionnelle une 

technique purement descriptive. Il faudra attendre l’avènement de la spectrométrie de masse des 

peptides dans les années 1990 pour que la protéomique prenne « son envol ». Le développement 

simultané de différentes techniques de séparation des protéines (électrophorèse bidimensionnelle, 

chromatographie liquide) de bio-informatique (bases de données, moteurs de recherche,…) ou de 

spectrométrie de masse (amélioration de sensibilité, résolution, précision de masse,…) contribua 
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grandement à cet essor de la protéomique [7]. Depuis, le nombre de publications en protéomique 

croît de façon exponentielle (Figure 1). La première publication protéomique date de 1995 et l’on 

pouvait en dénombrer plus de 25 000 au premier trimestre 2008. 
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Figure 1 : Nombre d'articles publiés en protéomique de 1995 à 2008. 
La recherche est réalisée dans PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) en utilisant les mots clés 
"proteomics", "proteome" ou "proteomic". 

3. La Protéomique et les autres « Omics » 

Le premier séquençage complet d’un génome, celui de la bactérie Haemophilia influenzae, a été 

publié en1995 [8]. Depuis, de nombreux génomes ont été obtenus dont le très attendu génome 

humain en 2003 [9]. Néanmoins, le séquençage de génomes ne permet pas de connaître les 

protéines exprimées par une cellule à un instant donné de sa vie. En effet, de nombreux processus 

augmentent la diversité chimique des protéines comme l’épissage alternatif, l’édition des ARN, 

les modifications post-traductionnelles (plus de 100 connues [10]), la protéolyse, les interactions 

des protéines entre elles,… (Figure 2). 
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Figure 2 : Les « Omics » et le dogme central de la biologie. 

La complexité du protéome dépasse ainsi de très loin la séquence du génome. Le nombre de 

gènes eucaryotes relativement faible (20488 gènes identifiés dans le génome humain [11]), ainsi 

que leur stabilité durant toute la vie d’une cellule, met l’accent sur le rôle primordial joué par la 

modulation du profil protéique dans la complexité des différents organismes. De plus, il est 

clairement défini que ce sont les protéines et non les gènes qui accomplissent les différentes 

fonctions cellulaires. L’exemple le plus connu est celui exposé par Friedrich Lottspeich en 1999 

dans sa revue intitulée « One genome - different proteomes » [12]. Il prend comme exemple la 

chenille qui se transforme en papillon (Figure 3). Avec les mêmes gènes, cet insecte présente une 

morphologie clairement différente selon son stade de développement. Ces différences sont liées à 

une modulation du protéome et non du génome. 

La transcriptomique étudie les ARNm, c'est-à-dire le niveau d’expression des gènes et permet 

donc d’appréhender les protéines exprimées par la cellule. Néanmoins, plusieurs études, comme 

celle de Gygi et al., démontrent l’absence de relation linéaire entre transcriptome et protéome 

[13]. Les auteurs concluent que les niveaux d’ARNm exprimés ne corrèlent pas toujours avec les 

niveaux protéiques et que l’analyse des transcrits n’est donc pas suffisante.. La protéomique est 

un domaine à part entière, différent mais complémentaire de la génomique ou la transcriptomique 

[14] (Figure 2). 
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Figure 3 : Un même génome mais différents protéomes. 
Exemple des différents stades de développement du papillon (d’après Lottspeich F [12]) 

La protéomique n’est pas pour autant une finalité en soi. Connaître les protéines exprimées est 

important mais pas suffisant car celles-ci ne sont pas isolées dans la cellule mais en interaction 

avec de nombreux autres facteurs : on parle alors d’interactome. 

La métabolomique étudie les métabolites, ce qui englobe notamment les réseaux fonctionnels de 

protéines impliquées dans les voies métaboliques. 

Les « omics » s’intéressent donc à un domaine d’étude très vaste et ambitieux, où de nombreuses 

découvertes sont encore à faire. 
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II  La Spectrométrie de Masse en Protéomique 

1. Généralités 

1.1. Définition 

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse chimique permettant de détecter et 

d'identifier des molécules d’intérêt par mesure de leur masse monoisotopique. Elle est aussi utile 

pour caractériser la structure chimique des molécules en les fragmentant. Son principe réside dans 

la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse-

sur-charge (m/z). La spectrométrie de masse est utilisée dans pratiquement tous les domaines 

scientifiques : physique, astrophysique, chimie en phase gazeuse, chimie organique, dosages, 

biologie, médecine... 

1.2. Un intérêt majeur en protéomique 

La spectrométrie de masse est devenue une approche quasi incontournable pour l’identification 

des protéines ainsi que leur caractérisation (modifications post-traductionnelles, chimiques, 

mutations d’acides aminés, quantification…). Les techniques d’ionisation MALDI et ESI, 

couplées à des analyseurs de plus en plus résolutifs et sensibles, rendent possible l’analyse de 

quantité très faible d’échantillon (quelques femtomoles à sub-femtomoles) [15]. 

1.3. Principe général 

Un spectromètre de masse permet de mesurer le rapport masse-sur-charge (m/z) des ions formés à 

partir de l’échantillon analysé. Il est toujours constitué des parties suivantes (Figure 4) : 

• Une source d’ionisation : elle permet l’ionisation des molécules à analyser, ainsi que leur 

émission en phase gazeuse (vaporisation, sublimation ou désorption). 

• Un analyseur : il permet de séparer les ions en fonction de leur rapport m/z. 

• Un détecteur : il permet de compter les ions en leur associant un rapport m/z. 

• Un système d’enregistrement (informatique) : Il permet de traiter le signal enregistré et 

de visualiser les résultats sous forme de spectres. 
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Figure 4 : Principe général d’un spectromètre de masse. 

1.4. Les termes essentiels 

1.4.1. Masse moléculaire 

La masse moléculaire d’un ion est déduite de la valeur m/z du pic moléculaire observé sur le 

spectre de masse grâce à la formule m/z = (M+zH+)/z où M est le masse moléculaire, z l’état de 

charge et H+ le nombre de protons. Ce pic correspond à un ion qui contient tous les atomes de la 

molécule étudiée, sans qu’il y ait de rupture de liaison. La masse moléculaire correspond donc à 

la composition élémentaire (formule brute) de l’ion moléculaire. 

L’existence d’isotopes se traduit par la présence de plusieurs pics moléculaires. Une molécule 

observée n’est donc pas visible sous la forme d’un pic moléculaire unitaire mais d’un groupe de 

pics, appelé massif isotopique (Figure 5). 

1981.84

1982.84

1983.84

Unatome de 13C

Deuxatomes de 13C

Masse Monoisotopique

Massif Isotopique

Aucun atome de 13C 
(que des 12C)

 

Figure 5 : Exemple d’un massif isotopique observé sur un spectre MS. 

La masse monoisotopique correspond à la masse du premier pic du massif isotopique, c'est-à-dire 

celle qui ne prend en compte que les masses des isotopes les plus stables (12C, 1H, 16O, 14N,…). 

Les masses moléculaires sont mesurées en Dalton (Da). Un Dalton correspond à 1/12 de la masse 

d’un atome de 12C (c'est-à-dire 1,66. 10-27 Kg). 
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1.4.2. Résolution 

La résolution d'un analyseur en spectrométrie de masse correspond au rapport M/FWHM où M 

est la masse du pic en Da et FWHM (Full-Width Half-Maximum) la largeur du pic à mi-hauteur. 

Plus la résolution est élevée, plus le pic sera fin et plus la mesure de masse sera précise  

(Figure 6). 

FWHM

M
100%

50%

1005 1010995 1000990 m/z

FWHM : Full-Width Half-Maximum
M : Masse du pic à l’apex 

Intensité

Résolution = M / FWHM

 

Figure 6 : La résolution d’un pic en spectrométrie de masse. 

Voici quelques ordres de grandeur selon l’analyseur utilisé : quadrupôle ou trappe à ions 

(résolution de 100 à 5000), TOF (résolution de 100 à 20 000), FT-ICR (résolution de 1000 à  

1 000 000). 

1.4.3. Précision de mesure 

La précision de mesure traduit la différence de masse entre la masse exacte de la molécule et sa 

masse observée en spectrométrie de masse. Elle est généralement exprimée en ppm (parts per 

million) par la formule suivante : 106 x (Mo-Mt)/Mt où Mo est la masse observée en Da et Mt la 

masse théorique. 

1.5. La Spectrométrie de masse en mode tandem 

1.5.1. Principe 

La spectrométrie de masse en mode tandem (ou MS/MS) combine deux analyseurs, afin d’étudier 

les caractéristiques de fragmentation des échantillons. Elle permet de compléter la mesure de 

masse par des informations structurales et notamment réaliser le séquençage d’un peptide 

d’intérêt. 
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Le principe général d’analyse est énoncé Figure 7. Les ions formés dans la source pénètrent dans 

le premier analyseur MS1. Parmi ceux-ci, un ion précurseur est sélectionné et spécifiquement 

fragmenté dans une cellule de collision contenant des molécules sous forme gazeuse. Les ions 

fragments issus de la décomposition de l’ion précurseur sont alors étudiés dans un deuxième 

analyseur MS2. 

Source 
d’ionisation

Analyseur
MS1

DétecteurInformatique

Formation de 
molécules chargées

Tri des ions 
selon leur m/z

Détection 
des ions

Traitement du signal et 
visualisation du spectre

Analyseur
MS2

Cellule de 
collision

Fragmentation 
du précurseur

Séparation des 
fragments selon 

leur m/z

 

Figure 7 : La spectrométrie de masse en mode tandem. 

La formation des ions fragments suit des règles précises. Les groupements chimiques ont des 

caractéristiques propres de fragmentation, et le profil d’un spectre MS/MS donne en général des 

informations complètes et fiables sur la structure du composé précurseur (Figure 8). En biologie, 

ce type d’expérience est notamment utilisé pour déterminer des informations de séquence des 

peptides, ou rechercher et caractériser des modifications post-traductionnelles. 
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Figure 8 : Exemple d’un spectre MS et d’un spectre MS/MS obtenu après fragmentation d’un ion précurseur 
d’intérêt. 
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1.5.2. Fragmentation des peptides en MS/MS 

Un peptide est un copolymère d’acides aminés reliés par des liaisons peptidiques -CO-NH- 

(Figure 9). Il possède une extrémité N-terminale (groupement –NH2) et C-terminale (groupement 

–COOH). 

H2N-C-CO-NH-C-CO-OH

R1 R2

H H

Acide Aminé 1 Acide Aminé 2

Extrémité   
N-terminale

Extrémité   
C-terminale

Liaison peptidique  

Figure 9 : Structure chimique d’un dipeptide. 

En spectrométrie de masse de type MS/MS, les peptides se fragmentent majoritairement au 

niveau des liaisons peptidiques. Cela aboutit à la formation d’ions b si la charge est conservée par 

le fragment N-terminal et d’ions y si elle est conservée par le fragment C-terminal. La Figure 10 

montre les types de fragments générés lors de la fragmentation d’un peptide en accord avec la 

nomenclature de Roepstorff-Fohlmann-Biemann [16, 17]. 

-H2N-C-CO-

R1 R3

H H

a1 b1 c1

x2 y2 z2

NH-C-CO-OH

R2

H

NH-C-CO-

a2 b2 c2

x1 y1 z1

 

Figure 10 : Types de fragments observés en MS/MS pour un tripeptide. 
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On observe trois types de fragments : 

• Les fragments N-terminaux : ils sont obtenus lorsque la charge de l’ion est conservée par 

la partie N-terminale du peptide. Les fragments obtenus sont nommés a, b ou c selon le 

lieu de fragmentation par rapport à la liaison peptidique (Figure 10). 

• Les fragments C-terminaux : ils sont obtenus lorsque la charge de l’ion est conservée par 

la partie C-terminale du peptide. Les fragments obtenus sont nommés x, y ou z selon le 

lieu de fragmentation (Figure 10). 

Ces fragments sont notés avec un indice qui précise le nombre de résidus portés par l’ion 

fragment. 

• Les fragments internes : ils sont formés d’une combinaison d’un clivage de type a et b, et 

appelés ions immoniums (Figure 11). On les retrouve dans la région de faible m/z du 

spectre MS/MS. 

H2N+ =

R
I
C
I
H  

Figure 11 : Structure chimique d’un ion immonium. 

1.6. ESI et MALDI  

En 1988, deux nouvelles méthodes d’ionisation des molécules ont été décrites : l’électrospray 

(ESI pour ElectroSpray Ionization) et le MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization). 

Ces deux techniques ont grandement contribué à l’utilisation de la spectrométrie de masse pour 

l’analyse de biopolymères dont les protéines et peptides en permettant l’ionisation douce de ces 

molécules. 

Ces approches sont présentées dans les deux paragraphes suivants. 
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2. La Spectrométrie de Masse à source MALDI 

La spectrométrie de masse par Désorption et Ionisation Laser Assistée par Matrice (MALDI) a 

été développée en 1988 par Karas et Hillenkamp [18], ainsi que par Tanaka [19]. Cette technique 

consiste à co-cristalliser les analytes avec une matrice organique. Leur excitation avec un laser va 

génèrer des molécules chargées généralement analysées par un analyseur en temps de vol 

(TOF).Principe d’ionisation 

2.1.1. Les matrices 

2.1.1.1. Les types de matrices 

La première étape d’une analyse par MALDI-MS consiste à co-cristalliser une faible quantité de 

molécules à analyser avec une grande quantité de molécules de matrice. 

Cette matrice doit : 

- Etre une petite molécule capable de co-cristalliser avec l’échantillon. 

- Protéger l’échantillon en absorbant l’essentiel de l’énergie du laser. 

- Etre donneur ou accepteur de protons pour permettre l’ionisation de l’analyte. 

Pour l’analyse protéomique, trois principales matrices acides sont classiquement utilisées 

(Tableau 1 et Figure 12) : 

- La CHCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid), 

- L’acide sinapinic (3,5-dimethoxy-4-hydroxy cinnamic acid), 

- La DHB (2,5-dihydroxybenzoic acid). 

Abréviation Nom Structure MW 
(Da) Applications 

CHCA 
alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic 
acid 

 

189,04 peptides, protéines, 
lipides, oligonucléotides 

SA 

3,5-dimethoxy-4-
hydroxy cinnamic 
acid (acide 
sinapinique) 

 

224,07 peptides, protéines, 
glycoprotéines 

DHB 2,5-dihydroxybenzoic 
acid 

 

154,03 

peptides, protéines, 
glycoprotéines, polymères 
synthétiques, lipides, 
carbohydrates 

Tableau 1 : Matrices classiques pour l'analyse protéomique par MALDI-TOF 
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CHCA
(cristaux arrondis)

Acide sinapinique
(cristaux de forme 

rhomboïde)

DHB séchée sous vide
(surface laiteuse 

uniforme)

DHB séchée à l’air
(cristallisation 

irrégulière en anneau)  

Figure 12 : Vues au microscope des différents types de cristallisation obtenus selon la matrice utilisée. 

Le choix de la matrice est un élément primordial de l’analyse de type MALDI-TOF [20]. La 

CHCA est la matrice la plus couramment employée pour l’analyse de peptides. L’analyse des 

protéines de haut poids moléculaire se fait préférentiellement avec l’acide sinapinique. La DHB 

est quant à elle plutôt utilisée pour étudier des modifications post-traductionnelles telles que les 

phosphorylations ou glycosylations. 

2.1.1.2. Les modes de dépôt 

Trois principaux modes de dépôt ont été décrits [21] : les dépôts en goutte séchée, en couche 

mince ou en sandwich. 

2.1.1.2.1. Goutte séchée 

C’est la méthode la plus simple à mettre en œuvre. Une solution acide de matrice est mélangée à 

l’analyte et une goutte de cette préparation est déposée sur la surface de la cible du spectromètre 

de masse. Le mélange est soit réalisé au préalable (pré-mix), soit effectué sur la cible elle-même. 

La cristallisation obtenue par séchage de la goutte à température ambiante peut être accélérée par 

chauffage, ventilation ou aspiration sous vide. Ce mode de dépôt est adapté à l’analyse des petites 

molécules et des peptides. Par contre, la répartition des cristaux est plutôt hétérogène. 

2.1.1.2.2. Couche mince 

La matrice est ici mise en solution dans un solvant très volatil, tel que l’acétone. Une goutte de 

solution de matrice est déposée sur la cible et l’évaporation rapide du solvant produit une couche 

mince et homogène de cristaux. L’échantillon est alors déposé sur cette couche mince et évaporé. 
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Ce type de dépôt est plus sensible car les peptides sont répartis de manière uniforme. Par contre, 

le dépôt est plus fragile, et le nombre de tirs laser est donc limité. 

2.1.1.2.3. Sandwich 

Ce mode consiste à déposer l’échantillon en sandwich entre deux couches de matrices. Une 

couche mince de matrice est d’abord appliquée, puis l’analyte est déposé par dessus et recouvert 

d’une deuxième couche de matrice. Cette méthode génère des cristaux de petite taille très 

homogènes et permet d’augmenter notablement la résolution et la reproductibilité des différentes 

analyses. Elle est adaptée pour l’analyse des macromolécules et protéines. 

La technique MALDI est relativement tolérante aux sels (par rapport à l’ESI). Cette tolérance est 

notamment due à la nature solide du dépôt, ainsi qu’à la faible solubilisation de la plupart des 

matrices dans l’eau. On peut ainsi facilement laver un dépôt MALDI par l’ajout d’une goutte 

d’eau. 

2.1.2. Le laser 

Le laser permet l’ionisation de l’échantillon en phase gazeuse. Son intensité doit être réglée au 

minimum nécessaire afin de diminuer la dégradation de l’échantillon et le bruit de fond. 

L’ionisation des peptides se produit dans la gamme de longueur d’onde UV 266-420 nm en 

présence de CHCA [22]. Or, les peptides absorbent la lumière jusqu’à 280 nm à cause des cycles 

aromatiques des acides aminés tyrosine et tryptophane. En conséquence, les longueurs d’onde 

utilisées sont souvent supérieures à 280 nm. Le laser le plus commun est le Nd:YAG (355 nm), 

utilisé par les spectromètres de masse MALDI-TOF/TOF de dernière génération. 

2.1.3. Les cibles 

Les supports sur lesquels sont réalisés les dépôts sont appelés cibles (Figure 13). Elles sont 

généralement en acier inoxydable, conductrices et traitées en surface de manière à être 

chimiquement inertes par rapport à l’échantillon. 

 

Figure 13 : Cibles MALDI 384 spots (à droite) et LC-MALDI 1600 spots (à gauche) pour MALDI-TOF/TOF 
4800 (Applied Biosystems). 
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2.1.4. Le mécanisme d’ionisation MALDI 

L’ionisation MALDI s’effectue sous vide (≈ 10-7 mbar). Les ions sont produits en phase gazeuse 

sous l’effet d’une impulsion laser qui irradie la surface cristalline de la matrice entourant 

l’analyte (Figure 14). Le faisceau laser excite et ionise la matrice par l’absorption d’un photon. 

La matrice se dissocie alors et se sublime en entraînant l’échantillon. L’ionisation s’effectue en 

deux phases. La première consiste en l’ionisation de la matrice résultant de l’absorption d’un 

photon émis par le laser. L’ionisation de l’échantillon se réalise dans un second temps grâce au 

transfert en phase gazeuse d’un proton de la matrice à l’analyte [23]. 

Irradiation 
Laser

+

++

+ +

Désorption et 
ionisation de 

la matrice avec 
l’échantillon

Ionisation de 
l’échantillon

Cible

Matrice

Échantillon

 

Figure 14 : Le processus d’ionisation MALDI. 

L’ionisation MALDI génère généralement des ions monochargés (contrairement à l’ionisation 

ESI). Les peptides ou protéines ionisés sont ensuite accélérés par l’application d’une différence 

de potentiel entre la cible et la lentille d’extraction en vue d’être séparés par l’analyseur en temps 

de vol. 

2.2. L’analyseur en temps de vol (TOF) 

2.2.1. Principe général 

Les spectromètres de masse à source MALDI sont généralement couplés à un analyseur en temps 

de vol (TOF pour « Time Of Flight »). Ce dernier est adapté à la nature pulsée de la désorption 

MALDI. Il s’agit d’un cylindre vide dans lequel règne une basse pression avec à une extrémité la 

source MALDI et à l’autre un détecteur (Figure 15). Son principe est le suivant : si des ions sont 

accélérés, par un même potentiel, d’une position initiale donnée et à un temps initial donné et 
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qu’on les fait voler dans un tube sous vide, alors ces ions seront séparés en fonction de leur 

rapport m/z. 

Tube à temps de vol

Détecteur
Source 
MALDI +++

ΔU  

Figure 15 : L’analyseur en temps de vol (TOF). 

Le ratio m/z d’un ion est directement proportionnel au carré de son temps de vol dans l’analyseur 

selon la formule : m/z = 2t2K/L2 où m est la masse de l’analyte, z sa charge, t son temps de vol, K 

son énergie cinétique et L la longueur du tube. 

La Figure 16 schématise le principe du MALDI-TOF/TOF 4800 de la société Applied 

Biosystems dont est équipée la plate-forme protéomique médicale de Grenoble. Cet appareil est 

utilisable selon trois modes différents : mode linéaire, mode réflectron et mode MS/MS. 

CID
TOF

Trajet des ions en 
mode linéaire

Trajet des ions en mode 
reflectron et MS/MS

Reflector

Linear detector

TIS Precursor Selector

Source 2 region

Reflector detector

Sample plate
Source 1 region

Beam laser

Laser
Camera

Deceleration Stack

 

Figure 16 : Les trois modes d’utilisation du MALDI TOF/TOF 4800 (Applied Biosystems). 

                                                                        - 45 -



Etude bibliographique 
 

 

2.2.2. Mode linéaire 

Le mode linéaire correspond au mode d’utilisation le plus simple. Les ions sont générés de façon 

pulsée en fonction des impulsions du laser utilisé pour l’ionisation. Cet ensemble d’ions est 

accéléré et expulsé de la source par un gradient de potentiel décroissant à une vitesse dépendante 

de leur m/z (Figure 15). 

Ce mode est adapté à l’étude des molécules de haut poids moléculaire (protéines) et possède une 

sensibilité correcte. Elle a, par contre, une faible résolution (de l’ordre de 1000) à cause d’une : 

- distribution d’énergie cinétique différente pour des ions de même rapport m/z. 

- distribution spatiale des ions différente à cause de la désorption laser et de l’épaisseur du 

dépôt. 

Ces problèmes sont partiellement résolus par la mise en place d’une extraction retardée qui 

diminue au maximum la dispersion des ions générés par le processus MALDI (dispersion en 

énergie cinétique initiale et spatiale). Celle-ci repose sur l’utilisation d’une différence de 

potentiels entre la cible et une lentille située avant le TOF (Figure 17). Elle permet de réaligner 

les ions de vélocité différente pour qu’ils pénètrent simultanément dans le tube de temps de vol et 

augmente ainsi sensiblement la résolution des pics [24, 25]. 

+
+ +

Ions de même m/z mais 
de vélocité différente

1 :  Pas de champs électrique. Dispersion des ions durant le delay time.

2 : Différence de potentiel électrique. 
Accélération supérieure des ions “lents” par rapport aux ions “rapides”.

+
+ +

3 :  Les ions “lents” rattrapent les plus rapides de façon à atteindre 
simultanément le détecteur.

0 V

+20 kV

0 V

+
+
+

Détecteur

+18 kV

Cible 

 

Figure 17 : L’extraction retardée. 
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2.2.3. Mode réflectron 

Le mode réflectron permet de remédier en partie au problème de basse résolution observé en 

mode linéaire [26]. Il repose sur l’utilisation d’un miroir électrostatique, appelé réflectron, qui 

impose un champ électrique s’opposant à la progression des ions (Figure 18). Ces derniers vont 

pénétrer plus ou moins profondément dans le champ électrique du réflectron en fonction de leur 

énergie cinétique initiale (vélocité). Lorsque les ions atteignent leur zéro d’énergie, ils font demi-

tour et sont ré-accélérés en sens inverse. Cette stratégie permet de réaligner en sortie de réflectron 

des ions de même rapport m/z mais de vélocité différente. Ceux-ci vont alors frapper en phase un 

second détecteur, aboutissant ainsi à une meilleure résolution des pics donnant accès aux masses 

isotopiques (résolution > 20000 avec le MALDI-TOF/TOF 4800). La mesure de masse est aussi 

plus précise (< 10 ppm). En contrepartie, ce mode n’est utilisable que pour des petites masses  

(< 5000 Da). Il est donc adapté à l’analyse de peptides mais ne permet pas d’étudier des protéines 

entières. Le réflectron corrige donc la dispersion en énergie cinétique et allonge la distance de vol 

sans augmenter la taille de l’instrument. 

Réflectron

Détecteur

Ions de même m/z mais 
de vélocité différente

Arrivée simultanée 
au détecteur

Les ions les plus « lents » 
ont un trajet plus court

Les ions les plus « rapides » 
ont un trajet plus long

 

Figure 18 : Principe du mode réflectron. 
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2.2.4. Mode MS/MS 

Le mode MS/MS permet de fragmenter les peptides d’intérêt pour obtenir des informations de 

séquence. Le tube de temps de vol est alors séparé en deux par une chambre de collision (CID : 

Collision Induced Dissociation), contenant un gaz inerte (Ar, He, N2, Air) (Figure 16). Le 

premier TOF sépare les différents peptides de l’échantillon. A l’entrée de la chambre de collision, 

le TIS (Time Ion Selector) sélectionne uniquement l’ion précurseur d’intérêt qui va alors entrer 

en collision avec les molécules de gaz du CID (Figure 19). Un transfert d’énergie se produit 

durant cette collision induisant la fragmentation de l’ion précurseur et la génération de fragments 

chargés. Ceux-ci sont ré-accélérés pour être séparés dans le « deuxième » TOF. 

CID (Collision Induced Dissociation)
Fragmentation du Précurseur

TOF2TOF1

Source 2
Re-accélère les fragments

Deceleration Stack

Time Ion Selector 
(TIS)

Ion Précurseur
 

Figure 19 : La fragmentation peptidique par CID (Collision Induced Dissociation) du spectromètre de masse 
MALDI TOF/TOF 4800. 

Ce mode a grandement élargi le champ d’application des spectromètres de masse à source 

MALDI. Ceux-ci peuvent désormais être couplés en « off-line » avec un système 

chromatographique dans le but de réaliser des analyses LC-MS/MS jusque là uniquement 

accessibles aux spectromètres de masse à source electrospray. 
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3. La Spectrométrie de Masse à source ElectroSpray 

Le phénomène d’ionisation par électrospray (ESI) a été décrit par les travaux de Dole en 1968 

[27]. Au milieu des années 80, ce mode d’ionisation est couplé à un analyseur quadrupolaire par 

l'équipe de Fenn, et vaudra à ce dernier un prix Nobel en 2002 [28]. Il démontre lors de ses 

expériences que des molécules non volatiles peuvent être ionisées en phase gazeuse sans 

fragmentation ou destruction. La source ESI génère des ions en phase gazeuse à partir d’analytes 

en solution et à pression atmosphérique. Cette technique peut donc être couplée directement (en 

« on-line ») à une chromatographie liquide (LC-MS) [29]. 

3.1. Principe d’ionisation 

L'échantillon est introduit dans un capillaire porté à haut potentiel électrique. Ce champ 

électrique intense provoque, en sortie du capillaire, la formation d'un nuage de gouttelettes 

chargées (spray) qui traversent simultanément un gradient de champ électrique et un gradient de 

pression en direction de l'analyseur. Pendant ce trajet, la taille des gouttelettes diminue par 

évaporation du solvant et explosions "coulombiennes" successives (divisions spontanées de la 

gouttelette chargée en gouttelettes plus petites, dûes à une charge en surface très élevée)  

(Figure 20). Les spectres ESI obtenus en mode positif présentent en général un ensemble de pics 

correspondant aux ions multichargés de type [M+nH]n+ où M correspond à la masse moléculaire 

de l’analyte, et n au nombre de charges portées par la molécule ionisée. 

 

Figure 20 : L’ionisation de type Electrospray (ESI). 
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Puisque l'électrospray fournit des ions multichargés, l'analyse de protéines de hautes masses 

moléculaires (supérieures à 100 kDa) peut être réalisée avec des analyseurs de gamme de masse 

limitée. La source électrospray est souvent couplée à un analyseur quadrupolaire Il a aussi été 

couplé à d’autres analyseurs tels que la trappe ionique, l’analyseur à résonance ionique 

cyclotronique par transformée de Fourier, le temps de vol, la trappe orbitale ou l’analyseur à 

secteur magnétique (Tableau 2). 

Instruments Résolution Gamme de masse (Da)

MALDI TOF/TOF 20 000 500 000

ESI‐Q‐TOF 10 000 40 000

ESI‐trappe ionique 5 000 6 000

ESI‐FT‐ICR >100 000 5 000

ESI‐Orbitrap 100 000 5 000

ESI‐Q‐TRAP 5 000 3 000  

Tableau 2 : Caractéristiques générales de différents spectromètres de masse utilisés en protéomique. 

3.2. Les analyseurs compatibles avec une source ESI 

3.2.1. Quadrupôle 

Le quadrupôle, développé par Paul [30], est l’analyseur le plus couramment utilisé en couplage 

avec les sources électrospray. Il est constitué de quatre barreaux métalliques parallèles disposés 

par paire et portés à un potentiel opposé (Figure 21). Cet analyseur est à balayage et utilise la 

stabilité de la trajectoire des ions entre les barreaux pour les séparer selon leur rapport m/z. 

Détecteur

Ion stable

Ion non stable

 

Figure 21 : L’analyseur quadrupôle. 
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Ses avantages principaux sont sa souplesse d'utilisation, sa vitesse de balayage satisfaisante, ainsi 

que son adaptabilité à différentes interfaces permettant le couplage avec la chromatographie 

gazeuse ou liquide. La gamme de masse analysée est toutefois faible (généralement comprise 

entre 10 et 4000 Da) et sa résolution unitaire (environ 1000). 

3.2.2. Temps de Vol (TOF) 

Un analyseur en temps de vol peut être aussi couplé à une source électrospray (voir paragraphe 

II.2.2 pour le principe du TOF). Le couplage entre une source électrospray et un analyseur TOF 

nécessite une injection orthogonale pulsée des ions. 

3.2.3. Trappe ionique 

C'est un piège à ions où l'analyse et la détection des ions s'effectuent dans un même espace, 

suivant des séquences temporelles successives. Il est constitué de trois électrodes à section 

hyperbolique : une électrode annulaire encadrée par deux électrodes (d'entrée et de sortie) qui 

forment les calottes supérieure et inférieure du dispositif [31] (Figure 22). En mode MS, le 

fonctionnement de la trappe à ions se décompose en deux étapes : le piégeage des ions dans la 

trappe et leur éjection vers le détecteur. En mode MS/MS, il est composé de quatre étapes : le 

piégeage des ions, l’isolement des ions parents à fragmenter, leur fragmentation et l’éjection des 

ions fragments vers le détecteur. 

Cet analyseur a l’avantage d’être très sensible et robuste. Il présente, par contre, une résolution 

relativement faible (environ 2000). On observe aussi, en présence d’une grande quantité d’ions 

dans la cellule, un « effet charge » faussant les mesures. 

Electrode annulaire

Entrée 
des ions

Sortie 
des ions

Electrode 
d’entrée

Electrode 
de sortie

Détecteur  

Figure 22 : L’analyseur trappe ionique. 
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3.2.4. La trappe orbitale 

La trappe orbitale est composée d’une électrode creuse, à l’intérieur de laquelle est placée co-

axialement une deuxième électrode en forme de fuseau. La forme particulière de ces deux 

électrodes permet d’appliquer un champ électrostatique piégeant les ions. Les ions d’un m/z 

donné gravitent sur la même trajectoire circulaire. Le courant induit par ces oscillations permet, 

grâce à la transformée de Fourier, d’accéder aux mesures de m/z. Cet appareil est actuellement 

commercialisé par la société Thermo sous le nom « Orbitrap ». 

La précision des mesures est particulièrement bonne (1-2 ppm) et la résolution (jusque 100 000) 

rivalise avec celle du FT-ICR. La trappe orbitale est principalement utilisée en spectrométrie de 

masse en tandem, associée à un piège linéaire. 

3.2.5. Analyseurs à résonance ionique cyclotronique par transformée de Fourier 

(FT-ICR) 

L’analyseur à résonance ionique cyclotronique est composé d’une cellule ICR (Ion Cyclotron 

Resonance) constituée de six plaques sous tension, isolées les unes des autres. Un ion se déplace 

dans le champ magnétique selon une trajectoire circulaire à une fréquence dépendant de sa masse. 

Ce mouvement cyclotron peut être excité (résonance), détecté et analysé par transformée de 

Fourier. 

Cet analyseur a l’une des meilleures résolutions qui soient (>100 000), ainsi qu’une très bonne 

précision de mesure de masse (~ 1 ppm). C’est par contre un équipement très lourd en termes 

d’utilisation et d’entretien. On observe aussi, en présence d’une grande quantité d’ions dans la 

cellule, un « effet charge » faussant les mesures. 

3.2.6. L’hybride Q-TOF 

Le Q-TOF est un appareil hybride constitué de deux analyseurs, un quadrupôle (Q) et un temps 

de vol (TOF) séparés par une cellule de collision. Les ions sont sélectionnés par le quadrupôle, 

puis accélérés et fragmentés dans la cellule de collision. Les fragments sont refocalisés grâce à un 

hexapôle et analysés en TOF. 

Son principal avantage réside en l’augmentation de la sensibilité et de la résolution des pics. 

3.2.7. Triple quadrupôle 

Un triple quadrupôle découle de l'association de deux analyseurs quadrupolaires en série(Q1 et 

Q3), séparés par une cellule de collision constituée d'un quadrupôle plus court (Q2). Cette 

combinaison permet de travailler en modes MS ou MS/MS. Lors d'une acquisition en mode 

MS/MS, la cellule de collision est remplie d'un gaz inerte (argon par exemple) à pression élevée 
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(10-2 torr). Différents modes d’analyse peuvent être entrepris selon l'information recherchée. Le 

mode descendant permet d’obtenir des informations structurales. Les modes ascendant et perte de 

neutre sont utiles pour rechercher des ions possédant des caractéristiques communes (séquence, 

modifications post-traductionnelles,…). Le quatrième mode (Multiple Reaction Monitoring ou 

MRM), dérivé du mode descendant, est dédié à la quantification. 

• en mode descendant, l'ion précurseur est sélectionné en Q1, fragmenté en Q2 et ses ions 

fragments analysés en Q3. 

• en mode ascendant, le Q1 balaie une gamme de masse tandis que Q2 est focalisé sur une 

valeur de m/z particulière. Tous les ions précurseurs capables de donner un ion fragment 

de m/z similaire sont détectés en Q3. 

• en mode perte de neutre, Q1 et Q3 balaient simultanément une gamme de masse avec un 

décalage de masse constant. Le spectre établi présente alors tous les ions précurseurs 

capables de se fragmenter en générant une masse neutre égale au décalage imposé. 

• en mode MRM, l'ion précurseur d’intérêt est sélectionné en Q1 et fragmenté en Q2, 

comme pour le mode descendant. En revanche, Q3 est focalisé sur l'ion fragment 

d’intérêt. Ce mode présente une double sélectivité : au niveau de l'ion précurseur et de 

l'ion fragment. En outre, Q1 et Q3 sont à tensions constantes, ce qui augmentee la 

sensibilité de détection par rapport aux autres modes de balayage. En conséquence, le 

mode MRM est très utile pour la quantification. 
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III  Les méthodes d’analyse protéomique 

Une analyse protéomique est constituée généralement de trois étapes principales : la préparation, 

la séparation, et l’identification/caractérisation des protéines de l’échantillon (Figure 23). 

Chromatographie (1D ou 2D)

Spectrométrie de masse :
Empreinte peptique massique

Echantillon protéique

Electrophorèse (1D ou 2D)

Digestion 
trypsique in-gel

Spectrométrie de masse :
Analyse MS/MS

Séparation

Identification

Digestion trypsique
en solution

Moteur de recherche

Base de données

Moteur de recherche

Base de données
 

Figure 23 : Aperçu général des deux grandes voies d'analyse protéomique. 

1. La préparation de l’échantillon 

Une préparation adéquate de l’échantillon est essentielle à la réussite ultérieure de toute analyse 

protéomique. Différentes techniques permettent d’extraire, enrichir, concentrer les protéines, ou 

d’éliminer les contaminants tels que les sels,…[32]. Idéalement, ces traitements doivent être aussi 

réduits que possible pour minimiser les pertes ou dégradations des protéines de l’échantillon. 

La revue de Ahmed dresse une liste assez exhaustive des différentes approches développées [33]. 

Quelques étapes clés sont décrites ci-dessous. 

1.1. La lyse des tissus et cellules par homogénéisation 

L’homogénéisation vise à détruire les cellules ou tissus pour récupérer l’extrait protéique. En 

protéomique, différentes méthodes sont définies : 

- La lyse mécanique est réalisée grâce à des appareils de broyage tels que les rotor-stator, 

les potters (ex : Warring blender, Polytron) ou par PCT (pressure cycling technology) tel 

que le French press [34, 35]. 
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- La lyse par ultrasons (sonication) repose sur un effet piézoélectrique générant des ondes 

ultrasoniques de haute énergie détruisant les cellules [36]. 

- La lyse par cycles de congélation/décongélation utilise l’effet destructeur de la formation 

de cristaux de glace durant la congélation. Elle alterne généralement des cycles azote 

liquide / bain marie [36]. 

- La lyse par choc osmotique utilise des détergents dont les plus communs sont le  

Triton X-100, le Tween 80 et le NP 40 [36]. 

1.2. La solubilisation des protéines 

Chaque  protéine possède une composition chimique, une structure et des propriétés qui lui sont 

propres : caractère hydrophobe des protéines membranaires, structure quaternaire 

multimérique,… Par conséquent, une protéine extraite de son environnement cellulaire n’est pas 

forcément soluble et risque de précipiter. De par l’hétérogénéité biochimique des protéines, il 

n’existe pas de technique idéale de solubilisation. Les tampons utilisés sont généralement une 

combinaison d’agents chaotropiques (urée, thiourée,…), de détergents ioniques, non-ioniques ou 

zwitterion (SDS, CHAPS, Triton X-100,…), d’agents réducteurs de ponts disulfures (DTT, 

TEAB,…) et d’inhibiteurs de protéases [37]. La solubilisation peut aussi être améliorée par 

agitation ou sonication. 

1.3. La protection contre la protéolyse 

On estime à près de 7000 le nombre de protéases codées par le génome humain. Si celles-ci ne 

sont pas inhibées, leur libération durant la lyse cellulaire peut entrainer une dégradation des 

protéines de l’échantillon. Cette dégradation peut être minimisée en réalisant une extraction 

rapide. De plus, il est souvent recommandé d’ajouter des inhibiteurs de protéases spécifiques tels 

que le PMSF, l’AEBSF, l’EDTA ou des coktails d’anti-protéases [36]. 

1.4. L’élimination des contaminants 

Les sels, tampons, détergents, acides nucléiques, polysaccharides, lipides et particules 

fréquemment présentes dans les échantillons ont tendance à interférer avec la séparation des 

protéines, inhiber leur digestion ou entrer en conflit avec l’analyse MS. Ces contaminants doivent 

donc, dans la mesure du possible, être éliminés. Il faut néanmoins être attentif à ce que le 

traitement nécessaire ne soit pas plus perturbant pour l’échantillon que son absence !! [38]. 
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- Les sels peuvent être éliminés par dialyse, ultrafiltration, gel filtration, précipitation au 

TCA ou à l’acétone, ou par des kits commerciaux (clean-up) [36]. 

- Les détergents sont classiquement éliminés par dialyse, chromatographie phase inverse ou 

précipitation des protéines. 

- Les lipides sont présents en grande quantité dans les fluides biologiques, tels que le sang, 

et se lient aux protéines. Cette interaction diminue la stabilité des protéines et peut affecter 

leur pI ou PM. Les tampons à base de CHAPS utilisés en électrophorèse bidimensionnelle 

ou la précipitation à l’acétone éliminent efficacement les lipides [36]. 

- La présence de polysaccharides, surtout chargés, doit être évitée car ils peuvent s’agréger, 

obstruer les pores de gels SDS-PAGE ou faire précipiter les protéines [39]. La 

précipitation des protéines au TCA, à l’acétone, au sulfate d’ammonium suivi par une 

ultracentrifugation est efficace pour les éliminer. 

1.5. La concentration des protéines 

Certains échantillons protéiques très dilués nécessitent d’être concentrés avant de pouvoir être 

analysés. Il existe différentes méthodes : la précipitation au TCA ou à l’acétone, la 

chromatographie phase inverse (C18, Zip-tip), l’ultrafiltration.  

1.6. L’enrichissement de protéines 

1.6.1. Le fractionnement sub-cellulaire 

Le fractionnement sub-cellulaire permet de cibler et purifier les protéines d’un sous-protéome 

particulier (cytosol, organites, noyaux,…). Il est généralement réalisé par centrifugation sur 

gradient de densité. Néanmoins, obtenir des fractions complètement pures est difficile. 

1.6.2. La purification de complexes protéiques et microdomaines 

Les protéines fonctionnent rarement seules mais sont plutôt organisées en unités fonctionnelles 

qui sont différentes en taille, en nombre de partenaires interagissant et en stabilité. Ces complexes 

multi-protéiques peuvent être isolés et purifiés par des techniques d’affinité (co-IP, TAP-tag..), de 

pull-downs, chromatographiques, d’électrophorèse en condition native (blue native PAGE),…  

1.6.3. Les méthodes d’extractions séquentielles 

Différents kits commerciaux (ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit de Calbiochem) 

offrent la possibilité d’extraire les protéines de façon séquentielle afin d’obtenir 4 sous-protéomes 
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successifs enrichis : les protéines cytosoliques, les protéines des membranes et organites, les 

protéines nucléaires et les protéines du cytosquelette.  

1.6.4. Les fluides biologiques 

Beaucoup des marqueurs diagnostiques, pronostiques, ou de suivi de thérapie utilisés en clinique 

sont retrouvés dans les fluides biologiques. Les deux fluides les plus communs sont le sang et 

l’urine, deux sources non invasives pour le patient. Ces fluides contiennent un mélange protéique 

très complexe avec une gamme de polarité, d’hydrophobicité et de taille de plusieurs ordres de 

magnitude. Dans l’idéal, l’analyse protéomique devrait être réalisée sur l’échantillon natif afin 

d’éviter toute perte artificielle ou biais expérimentaux. Néanmoins, ces fluides ont une très 

grande complexité gênant leur analyse directe en protéomique. Des colonnes de déplétion sont, 

par exemple, souvent utilisées pour éliminer les protéines majoritaires du plasma (albumine,…). 

Néanmoins, ces approches sont limitées quant à leur efficacité et reproductibilité. 

2. La séparation de l’échantillon 

Deux grandes approches de séparation sont utilisées en protéomique : les techniques 

électrophorétiques et chromatographiques. 

2.1. Electrophorèse bidimensionnelle 

2.1.1. Le principe 

L’électrophorèse bidimensionnelle a vu le jour au début des années 1970 [40]. Elle repose sur une 

séparation des protéines en deux étapes (Figure 24). 

1D

MW
(kDa)

pH 3 pH 10

IEF

SDS-PAGE2D

 

Figure 24 : Principe de l’électrophorèse bidimensionnelle. 
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La première dimension consiste en une isoélectrofocalisation (IEF). Les protéines sont séparées 

en fonction de leur point isoélectrique (pI) sur une strip de gel contenant un gradient immobilisé 

de pH (IPG). Sous l’effet d’un champ électrique, les protéines migrent dans le gel en fonction de 

leur charge nette. Quand elles arrivent à la valeur de pH qui équivaut à leur pI, leur charge 

globale devient nulle et elles s’immobilisent. On peut ainsi focaliser les protéines sur une gamme 

allant de 3 à 10 unités de pH ou des gammes plus ciblées. La seconde dimension est une 

électrophorèse SDS-PAGE qui sépare les protéines selon leur masse moléculaire. La combinaison 

de ces deux séparations permet d’obtenir une « carte 2D » où chaque spot représente une forme 

protéique de l’échantillon. 

2.1.2. La coloration 

L’étape de coloration permet de révéler les protéines séparées lors de l’électrophorèse 2D [41]. 

De nombreuses colorations sont possibles dont les trois plus communes sont celles au bleu de 

Coomassie, au nitrate d'argent et par fluorescence. Chaque colorant a des caractéristiques propres 

et le choix dépend donc de l’application. Les paramètres à prendre en compte sont la sensibilité 

de détection, l’homogénéité de la coloration (selon le type de protéines), sa linéarité 

(proportionnalité avec la quantité de protéines) et sa compatibilité avec l’analyse ultérieure en 

spectrométrie de masse (Tableau 3). 

• Le bleu de Coomassie : bien que peu sensible (détection de l’ordre du µg à une centaine 

de ng avec le bleu colloïdal), il présente les avantages d’être un colorant linéaire et 

homogène et donc d’être parfaitement adapté aux études comparatives. Cette coloration 

est par ailleurs compatible avec l’analyse en spectrométrie de masse. 

• Le nitrate d’argent : c’est le colorant le plus sensible (détection de l’ordre du ng de 

protéines) mais il présente les inconvénients d’être très peu linéaire (coloration dépendant 

des propriétés intrinsèques de chaque protéine) et peu compatible avec l’analyse en 

spectrométrie de masse. Néanmoins, des protocoles adaptés ont permis de surmonter en 

partie ce problème [42]. 

• La fluorescence (exemple : SYPRO ruby, orange,…) : les fluorochromes présentent 

actuellement le meilleur compromis. Ils permettent une coloration linéaire, homogène, 

compatible avec la spectrométrie de masse et d’une sensibilité quasiment aussi bonne que 

la coloration au nitrate d’argent. Elle nécessite néanmoins un appareillage UV adéquat 

pour sa visualisation. 
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  Nitrate 
d'argent  

Bleu de 
Coomassie 

colloïdal 
Fluorescence 

(SYPRO) 

Sensibilité  +++  +  ++  
Homogénéité  ++  +++  ++  

Linéarité  +  ++  +++  
Compatibilité 

avec la MS  +  ++  ++  

Tableau 3 : Les pré-requis pour une coloration optimale de gels SDS-PAGE. 

2.1.3. Avantages et inconvénients 

L’électrophorèse bidimensionnelle est une technique très utile pour l’analyse protéomique. Elle 

permet de séparer des mélanges très complexes de protéines avec un bon pouvoir de résolution et 

de distinguer les différents isoformes d’une même protéine (modifications post-traductionnelles, 

clivages…). 

Elle présente néanmoins certains inconvénients. C’est une appproche longue à mettre en œuvre et 

pas toujours reproductible. Elle est peu adaptée à l’analyse de protéines membranaires. Enfin, elle 

ne permet d’analyser qu’une « fenêtre » du protéome, les protéines de poids moléculaires 

extrêmes (< 10 kDa ou > 100 kDa) et de pI extrêmes (pI < 4 ou > 9) n’étant que très difficilement 

observables.  

2.2. Le fractionnement OFFGEL 

L’OFFGEL est une approche électrophorétique récemment développée par Rossier et son équipe 

[43] et actuellement commercialisée sous le nom d’OFFGEL Fractionator par la société Agilent 

Technologies. Elle sépare les protéines ou peptides en fonction de leur point isoélectrique, mais à 

la différence d’une isoélectrofocalisation classique, cette séparation se fait en milieu liquide. 
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Figure 25 : L'isoélectrofocalisation OFFGEL. 

Son principe est énoncé Figure 25. Une bandelette de gel (strip), contenant un gradient de pH 

immobilisé (le même type que celles utilisées en IEF classique), est positionnée dans une des 

pistes du plateau. Un support (« frame ») vient se clipper par-dessus de façon à s’accoler au gel et 

délimiter jusqu’à 24 fractions étanches tout au long de la strip. L’échantillon protéique ou 

peptidique, dilué dans un tampon contenant des ampholytes, est alors réparti dans chacune des 

fractions. L’application d’un courant induit la migration des peptides (ou protéines), la strip 

servant de « pont » reliant les différentes fractions les unes aux autres. A la fin de l’IEF, chaque 

fraction liquide contient l’ensemble des peptides (ou protéines) ayant un pI correspondant à la 

gamme de pH de la fraction. La résolution est de 0.1 à 0.6 unités de pH par fraction. 

L’avantage majeur de cette approche est de pouvoir récupérer l’échantillon fractionné sous forme 

liquide. Cela la rend compatible avec des méthodes de type chromatographie en phase inverse, 

pour réaliser une séparation multidimensionnelle. L’OFFGEL tolère la charge d’une grande 

quantité d’échantillon (jusqu’à 5 mg), ce qui permet d’avoir, après la focalisation, suffisamment 

de matériel biologique pour les analyses ultérieures. Enfin, elle est tolérante à des quantités 

raisonnables de sels [44]. 
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2.3. Chromatographie liquide haute pression (CLHP) 

L’abréviation CLHP signifie indifféremment chromatographie liquide à haute performance ou à 

haute pression. C’est une technique de choix pour la séparation de mélanges peptidiques (ou 

protéiques) [45]. 

2.3.1. Introduction 

La chromatographie liquide haute pression (CLHP ou HPLC pour High Performance Liquid 

Chromatography) a été développée dans le milieu des années 1970 pour diminuer les temps de 

séparation en augmentant la pression. A la fin des années 1970, le développement de nouvelles 

chimies des colonnes, comme la chromatographie liquide en phase inverse, a permis d’améliorer 

la qualité de séparation des analytes. Dans les années 1980, l’informatisation et l’automatisation 

des systèmes ont permis d’augmenter la fiabilité et la facilité d’utilisation des CLHP. Les 

colonnes utilisées ont été grandement améliorées lors de la dernière décennie. Des micro-

colonnes ou colonnes capillaires ont ainsi été développées avec un diamètre interne  

de 3 à 200 µm. Toutes ces améliorations (pression stable, faible diamètre, faible débit,…) font de 

la chromatographie une technique de choix pour la séparation d’analytes. 

2.3.2. Principe 

La chromatographie liquide sépare les différents constituants d'un mélange selon le procédé 

suivant (Figure 26). 

• Les molécules à séparer (analytes) sont portées par un liquide appelé phase mobile. 

• Les analytes interagissent ou non avec un support fixe (contenu dans une colonne) appelé 

phase stationnaire. Il y a donc une distribution ou partition des analytes entre les phases 

mobile et stationnaire. 

• Le flux du fluide vecteur étant continu, c'est la rétention plus ou moins longue des différents 

analytes sur la colonne qui entraine leur séparation. 

• Un détecteur placé en sortie de colonne permet de suivre l’élution et d’obtenir soit des 

spectres (pics de différentes longueurs d’onde à un temps donné), soit des chromatogrammes 

(évolution des pics à une longueur d’onde donnée en fonction du temps). 
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Figure 26 : La chromatographie liquide haute pression (CLHP). 

La principale différence avec les chromatographies classiques réside dans la durée d’élution qui 

est de 100 à 1000 fois plus courte en CLHP. Une telle vitesse est obtenue par l’application d’une 

pression élevée (de l’ordre de 200 bars) grâce à une pompe qui maintient constant le débit du 

liquide. L’efficacité des colonnes a aussi été améliorée en uniformisant la granulométrie et en 

diminuant la grosseur des grains. Ces progrès ont entraîné la réduction de l’espace vide entre les 

grains et donc augmenté les interactions du soluté avec la phase stationnaire. Actuellement les 

colonnes possèdent des granulés de l’ordre du micromètre sur lesquels la phase stationnaire est 

fixée chimiquement; de telles phases sont appelées phases greffées. Ces colonnes sont 

généralement précédées par une pré-colonne pour les protéger d’un colmatage éventuel. 

En  protéomique, les analytes sont classiquement les peptides issus de la digestion à la trypsine 

d’un mélange protéique plus ou moins complexe. On utilise communément des colonnes de type 

« phase inverse » (RP pour reverse phase), composées de silice greffée à des chaînes linéaires de 

8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Elles séparent les peptides selon leur hydrophobicité 

grâce à un gradient de solvant organique (généralement de l’acétonitrile). Les peptides 

hydrophiles, peu retenus par la colonne, sont élués rapidement alors que les hydrophobes 

nécessitent une plus forte concentration de solvant. Les solvants utilisés en RP-LC (acétonitrile + 

TFA ou acide formique) sont adaptés à l’analyse MS. 
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2.3.3. Le couplage LC-MS 

La miniaturisation des colonnes (75 µm de diamètre interne) a permis une diminution des débits 

(de l’ordre de la centaine de nanolitres par minute) et donc facilité le couplage avec la 

spectrométrie de masse. 

On distingue deux types de couplage de la chromatographie liquide (LC) à la spectrométrie de 

masse (MS) : 

• Le couplage on-line : la CLHP est directement couplée à un spectromètre de masse de type 

ESI. Au fur et à mesure de leur élution, les différents peptides arrivent à la source ESI où ils 

sont ionisés, puis analysés par le spectromètre de masse. La miniaturisation des colonnes 

CLHP et la diminution des débits a favorisé le couplage direct LC-MS. Ce couplage a 

l’avantage d’automatiser le procédé d’analyse. 

• Le couplage off-line : la CLHP n’est pas couplée directement au spectromètre de masse et les 

différentes fractions sont collectées au fur et à mesure de leur élution en sortie de colonne. Ce 

mode « off-line » rend compatible la séparation chromatographique et l’analyse par 

spectrométrie de masse à source MALDI (LC-MALDI-TOF/TOF). Les CLHP dernière 

génération ont une collecte automatisée des fractions éluées. Par exemple, le système HPLC 

U3000 (Dionex) est couplé à un automate, le Probot. Celui-ci peut notamment mélanger, en 

sortie de colonne, les éluats et la matrice, et déposer l’ensemble sur une cible MALDI selon 

un schéma automatisé. 

2.3.4. La chromatographie multi-dimensions 

La complexité des échantillons analysés en protéomique nécessite souvent leur séparation en 

multi-dimensions. Une deuxième séparation chromatographique de type échangeuse de cations 

(SCX pour « Strong Cation Exchange ») peut être ajoutée en amont de la RP. Les peptides 

(chargés positivement à pH acide) sont élués de la SCX grâce à un gradient de sels ou par 

« steps » (palliés croissant de sels). Les peptides de chaque fraction sont alors séparés en RP, puis 

analysés en spectrométrie de masse. 

Deux grandes approches ont été décrites (Figure 27). Les deux colonnes peuvent être couplées 

physiquement, on parle alors de MudPIT pour Multidimensional Protein Identification 

Technology [46, 47]. Inversement, les deux colonnes peuvent être découplées, on parle alors de 

2D-LC [48]. 
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Figure 27 : Les systèmes de chromatographie multi-dimensions de  type MudPIT et 2D-LC. 

La RP-LC peut aussi être combinée avec une approche électrophorétique. L’électrophorèse SDS-

PAGE est ainsi communément utilisée comme première dimension de séparation. Plus 

récemment, l’isoélectrofocalisation en solution de type OFFGEL a montré son efficacité. 

3. L’identification des protéines 

L’identification des protéines en protéomique repose sur l’utilisation de la spectrométrie de 

masse. Cela nécessite une mesure précise de la masse des analytes. Or, la limite maximale pour 

avoir des masses précises ne dépasse généralement pas les 4000 m/z. En conséquence, les 

protéines ne sont généralement pas analysées telles quelles mais sont au préalable découpées en 

peptides de façon contrôlée. Des endoprotéases sont ainsi utilisées pour protéolyser de façon 

spécifique les protéines en peptides. L’endoprotéase la plus couramment utilisée est la trypsine. 

Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé basique (lysine ou 

arginine) engage sa fonction acide (COOH) (Figure 28). Ces deux acides aminés ont une 

abondance et une répartition assez homogènes dans les différentes protéines. La trypsine génère 

donc des peptides de taille adéquate pour l’analyse en spectrométrie de masse. 
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Figure 28 : La digestion trypsique des protéines. 

Il existe deux grandes approches pour l’identification des protéines : l’empreinte peptidique 

massique (PMF) et les informations de séquence issues de la fragmentation spécifique de 

peptides. Les deux reposent sur un principe général similaire (Figure 23) : les données 

expérimentales obtenues en spectrométrie de masse sont comparées à des données théoriques 

contenues dans des bases de données protéiques grâce à l’utilisation d’un moteur de recherche. Si 

les deux types de données coïncident, la protéine est identifiée avec un score de confiance. 

3.1. L’empreinte peptidique massique (PMF) 

Cette approche, décrite en 1993 [49-52], est généralement utilisée lorsque la méthode de 

séparation des protéines est l’électrophorèse bidimensionnelle. 
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Figure 29 : L'identification des protéines par Empreinte Peptidique Massique (PMF). 
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Son principe est défini Figure 29. Si la résolution de l’électrophorèse bidimensionnelle est 

suffisamment bonne, alors chaque spot protéique observé correspond à une seule forme 

protéique. Le spot protéique d’intérêt peut être excisé soit manuellement, soit grâce à l’utilisation 

d’un robot piqueur. La protéine contenue dans le morceau de gel est alors digérée par la trypsine 

et les différents peptides extraits du gel. L’analyse en mode MS génère une liste de masses 

expérimentales correspondant aux peptides trypsiques observés pour la protéine analysée. Ces 

peptides représentent une signature de la protéine : on parle d’empreinte peptidique massique ou 

PMF (Peptide Mass Fingerprint). Cette liste de masses est comparée aux masses théoriques issues 

de la digestion in silico de protéines répertoriées dans des bases de données. Les bases de 

données classiquement utilisées pour l’analyse de protéines humaines sont UniProt 

(www.uniprot.org), NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) ou IPI (www.ebi.ac.uk/IPI). La confrontation 

entre les masses expérimentales et théoriques est assurée par l’utilisation d’un logiciel 

algorithmique appelé moteur de recherche. Citons, par exemple, Mascot 

(www.matrixscience.com), ou Aldente (www.genebio.com/aldente). Le résultat de la recherche 

conduit ou non à l’identification de la protéine par l’attribution d’un score de confiance. Ce score 

prend notamment en compte le nombre de masses peptidiques correspondant à la protéine, le 

pourcentage de recouvrement de la séquence protéique et la précision de mesure des différentes 

masses peptidiques. 

Cette approche, facile à mettre en œuvre, est compatible avec les spectromètres de masse à source 

MALDI et permet d’obtenir rapidement des résultats. 

Elle possède néanmoins certaines limites : 

- Un risque d’ambiguïté si le nombre de peptides retrouvés n’est pas suffisant. 

- Une nécessité d’avoir une bonne séparation en électrophorèse. Si le spot contient plus 

d’une protéine, l’analyse en PMF est très compliquée car les peptides ne se rapporteront 

pas tous à la même protéine. 

- Des spectres bien résolus peuvent ne pas donner lieu à une identification si la protéine 

n’est pas présente dans la base de données. 

Si cette stratégie PMF ne permet pas d’identifier les protéines, le recours à une approche MS/MS 

peut être envisagé afin d’obtenir des informations de séquence. 
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3.2. Identification des peptides par MS/MS 

3.2.1. Principe 

L’échantillon protéique à analyser est généralement digéré en solution par la trypsine afin de 

générer un mélange (complexe) de peptides. Ces peptides sont séparés (généralement par 

chromatographie multi-dimensionnelle) et analysés en spectrométrie de masse en mode tandem 

(MS/MS). Dans la mesure où chaque spectre MS obtenu représente un ensemble de peptides 

ayant des paramètres de rétention similaires en chromatographie mais appartenant à des protéines 

différentes, l’approche PMF ne peut être appliquée. 

Le principe repose donc sur la fragmentation spécifique de chaque peptide précurseur et l’analyse 

en spectrométrie de masse des différents fragments générés (Figure 30.A). On obtient alors un 

spectre MS/MS par peptide fragmenté. L’identification du peptide et donc de la protéine se fait 

par l’intermédiaire d’un moteur de recherche [53]. Celui-ci compare chaque m/z du spectre 

MS/MS expérimental aux profils de fragmentations théoriques des peptides obtenus après 

digestion in silico des protéines de la base de données. Le profil de fragmentation d’un peptide 

joue ainsi le rôle de « code barre » caractéristique de ce peptide. Des logiciels tels que Mascot 

(www.matrixscience.com), Sequest (fields.srcipps.edu/sequest), Phenyx (phenyx.vital-it.ch/pwi) 

ou ProteinPilot (Applied Biosystems) aident à cette analyse et à l’identification des peptides. La 

digestion des protéines se faisant avant les étapes de séparation, une même protéine a ses 

différents peptides trypsiques répartis dans plusieurs fractions d’élution. Les logiciels intègrent ce 

paramètre et recoupent donc l’ensemble des données d’identification. Une identification sera 

communément jugée fiable si au moins deux peptides uniques, associés à une même protéine, ont 

été identifiés avec une confiance suffisante. 

Néanmoins, cette approche reste dépendante de l’utilisation des bases de données qui sont plus ou 

moins complètes selon l’espèce étudiée. Ainsi, des spectres MS/MS de qualité ne garantissent pas 

l’identification du peptide. Il faut alors envisager une approche de séquençage de novo. 
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Figure 30 : L’identification des protéines par analyse MS/MS. 

A.  Empreinte massique des fragments. 

B.  Séquençage de novo. 

3.2.2. Le séquençage de novo 

Les règles de fragmentation d’un peptide sont clairement définies et la majorité des fragments 

obtenus sont de types b et y (voir le chapitre 1 de la partie bibliographique). La différence de 

masse entre deux fragments consécutifs de même type donne une masse correspondant à l’un des 

20 acides aminés. Il est ainsi possible de se servir de ces informations pour en déduire la 

séquence (ou une partie de la séquence) des peptides d’intérêts. Cette approche est appelée 

séquençage de novo (Figure 30.B). Initialement, ce séquençage était réalisé manuellement. Des 

logiciels, tels que Peaks (www.bioinformaticssolutions.com) ou De novo Explorer (Applied 

Biosystems) assistent maintenant l’utilisateur dans cette analyse. 

Le séquençage de novo a l’avantage de permettre l’exploitation de spectres de fragmentation pour 

lesquels la séquence exacte du peptide n’est pas présente dans la base de données, tels que des 

peptides ayant des polymorphismes de séquence ou des peptides modifiés. Il est en conséquence 

principalement utilisé pour l’analyse des protéines d’espèces dont les informations de séquence 

du génome sont peu ou pas renseignées ou pour identifier des peptides ayant des modifications 

post-traductionnelles particulières. Cependant, l’analyse de novo est longue et fastidieuse et 

nécessite des spectres MS/MS de grande qualité. 
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Le séquençage de novo permet d’accéder à la séquence du peptide mais pas de connaître à quelle 

protéine celui-ci appartient. Dans ce but, les séquences identifiées sont comparées (« matchées ») 

aux séquences de bases de données généralistes par l’utilisation de logiciels de BLAST. Cela peut 

permettre, par homologie de séquence, d’identifier ou caractériser avec une fiabilité relative une 

protéine non référencée. 

4. Trois grands types d’applications de la protéomique 

4.1. La cartographie 

La cartographie cellulaire consiste à générer une image globale d’un système biologique via (1) 

l’identification et la caractérisation exhaustive des protéines qui le constituent, et (2) les 

interactions mises en jeu entre ces protéines. 

Des travaux d’une ampleur considérable ont visé à établir le protéome cellulaire [54] ; cependant, 

ce genre d’études se trouve vite limité par la grande gamme dynamique des protéines dans la 

cellule. Certaines protéines sont en effet très majoritaires ; ainsi, l’actine est présente avec près de 

108 copies par cellule alors que d’autres protéines minoritaires sont en quelques copies par 

cellule. En conséquence, l’étude de ces protéines nécessite l’analyse de sous-protéomes 

(protéines cytosoliques, protéines nucléaires, protéines sécrétées, protéines membranaires,…) 

grâce à des techniques préalables de fractionnement. 

Une autre voie consiste à analyser les réseaux d’interactions des protéines les unes avec les 

autres. Ce concept porte le nom « d’interactome » [55]. La plupart des protéines exercent leur 

fonction en interagissant avec d’autres protéines et enzymes de façon régulée en des localisations 

bien définies de la cellule. Ainsi, lorsqu’une nouvelle protéine est identifiée, la recherche de sa 

fonction peut être abordée par la caractérisation de ses partenaires. 

4.2. L’analyse des modifications post-traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) représentent un mécanisme de régulation 

fondamental des protéines et influencent directement leur fonction. La protéomique est un outil 

de choix pour l’analyse de ces PTMs puisque celles-ci induisent une différence de masse pouvant 

être théoriquement détectée [56]. Prenons l’exemple de la phosphorylation des protéines. Celles-

ci peuvent être analysées par électrophorèse bidimensionnelle [57], une différence de 

phosphorylation d’une protéine induisant un changement dans son état de charge et donc un shift 

horizontal. Il existe aussi un colorant particulier, le pro-Q Diamond, capable de colorer sur gel 

uniquement les protéines phosphorylées [58]. L’étude des protéines phosphorylées repose 
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également sur leur enrichissement. Les protéines phosphorylées sur leur résidu tyrosine peuvent, 

par exemple, être enrichies par immunoprécipitation avec des anticorps anti-phosphotyrosine 

[59]. Enfin, des phosphopeptides peuvent être identifiés directement en spectrométrie de masse 

en recherchant la présence d’un ion rapporteur correspondant au groupe PO3- de m/z = 79 [60]. 

4.3. Les analyses protéomiques différentielles et la quantification 

L’analyse différentielle des profils d’expression protéiques dans différentes conditions constitue 

une application importante de la protéomique. De nombreuses approches sont possibles. 

Certaines reposent sur la comparaison d’images de gels 2D, d’autres sur le marquage isotopique 

différentiel des échantillons et leur analyse en spectrométrie de masse ou encore sur des 

techniques « label free » étudiant les signaux MS. 

On peut différencier deux types d’analyses différentielles selon qu’elles permettent une 

quantification relative ou absolue. La quantification relative est exprimée sous forme d’un ratio 

définissant la quantité d’une protéine par rapport à la mesure de cette même protéine dans une 

autre condition. La quantification absolue vise à déterminer la quantité « exacte » d’une protéine 

dans un échantillon (par exemple, en ng/mL pour un bio-marqueur ou en nombre de copies d’une 

protéine par cellule). Toutes les méthodes protéomiques actuellement disponibles pour la 

quantification sans a-priori de protéines inconnues sont des méthodes de quantification relative. 

La quantification absolue est possible dans un second temps, une fois que la protéine à quantifier 

est connue. 

Les applications de ces analyses différentielles sont nombreuses. Elles peuvent permettre de 

mettre en évidence et éventuellement comprendre certains mécanismes de régulation ou de 

dysfonctionnement de la machinerie cellulaire ou d’étudier la cinétique d’action d’une drogue sur 

un protéome. Dans la recherche biomédicale, la majorité des études protéomiques vise à 

comparer le profil d’expression des protéines entre différents tissus ou lignées cellulaires. 

L’analyse différentielle d’échantillons sains vs pathologiques, induits vs non-induits, soumis à un 

stress ou non (etc…) est indispensable à la découverte de nouvelles cibles diagnostiques, 

pronostiques ou thérapeutiques. 

Les différentes approches permettant une analyse protéomique différentielle sont décrites et 

discutées de façon détaillée dans le chapitre suivant. 

                                                                        - 70 -



Etude bibliographique 
 

 

CHAPITRE 2 : Les méthodes d’analyse protéomique différentielle 

Un grand nombre de méthodes a été développé pour l’analyse quantitative différentielle des 

protéomes. Celles-ci comparent les profils d’expression des protéines de deux ou plusieurs 

conditions distinctes [61]. 

Ces méthodes peuvent être réparties en différentes catégories : 

• Les méthodes « gel-based », reposant sur la quantification des protéines à partir de 

différentes images de gels. 

• Les méthodes de marquage isotopique, reposant sur le marquage différentiel des 

différents protéomes à comparer grâce à l’incorporation de formes isotopiques. 

• Les méthodes « label-free », permettant une analyse semi-quantitative sans marquage 

préalable des différents protéomes. 

• Les méthodes avec standard, permettant la quantification absolue de protéines ciblées. 

1. Les méthodes « gel-based » 

1.1. Comparaison d’images de gels 2D 

La méthode historique pour comparer les profils d’expressions protéiques issus de différentes 

conditions est l’analyse comparative d’images de gels 2D. Typiquement, les protéines de chaque 

condition sont séparées par électrophorèse bidimensionnelle et détectées par coloration du gel. 

Les cartes 2D ainsi obtenues sont numérisées, et les images alignées, normalisées et comparées 

grâce à l’utilisation de logiciels dédiés tels que ImageMaster (GE healthcare) ou PDQuest 

(Biorad). Ces logiciels comparent l’intensité de coloration (ou le volume) des spots protéiques 

pour chaque condition (Figure 31). Les différences de coloration mesurées sont corrélées aux 

quantités de protéines observées sur les gels comparés. On peut ainsi établir pour chaque spot un 

ratio d’expression de la protéine dans une condition par rapport à une autre. Afin d’être 

statistiquement fiable, cette approche nécessite la réalisation de réplicas de chaque condition (au 

minimum 3 gels par condition). 

                                                                        - 71 -



Etude bibliographique 
 

 

 

Figure 31 : La comparaison de cartes 2D par le logiciel ImageMaster. 

Dans cet exemple, 2 conditions composées chacune d'un panel de 3 gels sont comparées. Le logiciel détecte, 
associe  et quantifie les spots de chaque image de gel. Les spots entourés en vert sont exprimés de façon 
différentielle entre les deux conditions. Une visualisation en 3D des spots (intensité x surface) est aussi possible 
(en bas à gauche). 

Cette technique a l'avantage de permettre la visualisation des différents états d'une même protéine 

(PTMs). Cependant, elle se heurte aux limites inhérentes à l’électrophorèse 2D (problème de 

reproductibilité, de sensibilité, de linéarité de la réponse,…). L’approche DIGE peut palier à 

certaines de ces limites. 

1.2. DIGE 

L’approche DIGE ou « Differential In Gel Electrophoresis » a été développée en 1997 par 

l’équipe de Unlü et al. [62]. Son principe repose sur le marquage covalent des protéines de 

chaque condition par des cyanines fluorescentes spécifiques (Cy2, Cy3 et Cy5) (Figure 32). Les 

protéines des deux échantillons à comparer sont respectivement marquées par les fluorochromes 

Cy3 et Cy5. Un mélange de chaque échantillon selon un ratio 1:1 est marqué par le fluorochrome 

Cy2 afin de servir de standard interne (normalisation des résultats). Les échantillons marqués sont 

alors mélangés en quantité égale et les protéines séparées sur le même gel 2D. Les images de gels 
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sont acquises aux longueurs d’onde d’excitation de chaque cyanine. Des logiciels, tel que 

Decyder (GE Healthcare), analysent ces images. Ils superposent les différents profils et 

quantifient les différences d’intensité des spots protéiques à chaque longueur d’onde pour en 

déduire des ratios d’expression. Comme les protéines de chaque échantillon sont séparées sur un 

seul et même gel, la technique DIGE permet d’éliminer les erreurs dues aux variations inter-gels. 

De plus, c’est une technique sensible capable de détecter jusqu’à 5 femtomol de protéines et des 

différences d’expression de l’ordre de 15% [63]. Cependant la réalisation et l’analyse de gels 

reste une expérience longue et délicate se heurtant aux limitations inhérentes à l’électrophorèse 

2D. 

Echantillon 1
+ Cy3

Echantillon 2
+ Cy5

Echantillons 1+2
+ Cy2

Electrophorèse 2D

Mélange

Intégration des 
données et 

quantification

Lectures à λ de Cy3, Cy5 et Cy2

 

Figure 32 : Le principe de la méthode DIGE (Differential In Gel Electrophoresis). 

2. Les méthodes de marquage isotopique 

2.1. Principe général 

La bonne résolution des dernières générations de spectromètres de masse offre la possibilité de 

distinguer les différentes formes isotopiques d’une même molécule. Les peptides marqués 

isotopiquement ont, pour chaque condition, les mêmes propriétés physico-chimiques exceptées en 

ce qui concerne leur masse. Partant de ce principe les échantillons sont marqués spécifiquement 

de façon isotopique (proportion d’isotopes lourds 2H, 13C, 15N,…), puis mélangés selon un ratio 

1:1 et analysés de façon simultanée (Figure 33). La quantification relative s’effectue alors en 
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comparant les signaux des tags rapporteurs obtenus sur les spectres de masses pour chaque forme 

isotopique. 

Echantillon 1
+ tag 1

Echantillon 2
+ tag 2

Chromatographie

Mélange (1:1)

Identification et 
Quantification relative 
des peptides à partir 

des spectres de masse

Spectrométrie de masse

 

Figure 33 : Principe général de la quantification relative par marquage isotopique différentiel. 

Il existe différentes stratégies de marquage isotopique (Figure 34). 

 
Figure 34 : Représentation de différentes méthodes d’analyse différentielle reposant sur un marquage 
isotopique (D’après Aebersold et al., 2003) [15]. 

De gauche à droite : marquages métabolique (SILAC), chimique (ICAT) et enzymatique (H2
18O). 
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Ces marquages isotopiques peuvent être réalisés par des approches chimiques (ICPL : Isotope 

Coded Protein Labelling [64], ICAT : Isotope Coded Affinity Tag [65], iTRAQ : isobaric Tags 

for Relative and Absolute Quantitation) [66],…), enzymatiques (H2
16O/H2

18O) [67], ou au niveau 

de cellules vivantes via une incorporation métabolique (SILAC : Stable Isotope Labelling by 

Amino acids in Cell culture) [68]. Selon les méthodes utilisées, le marquage se fait plus ou moins 

précocement dans le processus d’analyse protéomique [15, 69, 70] (Figure 35). 

Marquage métabolique (SILAC)

Marquage chimique (ICAT)

Marquage enzymatique (H2
18O)

Marquage chimique (iTRAQ)

Extraits protéiques

Protéines digérées

Cellules

Condition 1 Condition 2

 

Figure 35 : Différents niveaux de marquage des échantillons selon les approches. 

Les approches les plus classiques sont décrites ci-dessous. 

2.2. Marquage métabolique (SILAC) 

Cette approche est utilisée pour comparer les protéomes de deux types cellulaires cultivables. 

(Figure 36). Initialement introduite pour des études protéomiques bactériennes par Oda et al. 

[71], cette technique a par la suite été transférée à l’étude de cellules eucaryotes [72], puis 

finalement optimisée et nommée SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell 

culture) par Ong et al. [68]. 
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Figure 36 : Le principe de la méthode SILAC. 

Les deux cultures de cellules sont réalisées parallèlement. La méthode SILAC consiste à 

remplacer un acide aminé, dans le milieu de culture de l’un des deux types cellulaires, par son 

équivalent isotopiquement alourdi. A travers la croissance cellulaire et le turnover des protéines, 

ces acides aminés marqués sont incorporés par les cellules afin de renouveler leur stock 

protéique. Après un nombre de doublements cellulaires suffisant (afin d’assurer un 

renouvellement complet du stock protéique), une quantité égale des deux populations de cellules 

est mélangée. Les protéines sont alors extraites puis digérées à la trypsine. Les peptides résultant 

sont analysés et quantifiés en spectrométrie de masse. Sur les spectres MS, chaque peptide 

apparaît alors sous la forme d’une paire de massifs isotopiques qui est utilisée pour calculer la 

proportion relative du peptide dans chaque condition (Figure 37). L’intégration des données 
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issues de l’analyse des différents peptides d’une même protéine permet d’avoir des ratios 

d’expression relative fiables. 

Les acides aminés marqués isotopiquement les plus fréquemment utilisés sont la 13C6-arginine et 

la 13C6-lysine. En effet, si la digestion trypsique est totale, chaque peptide aura ainsi 

l’incorporation d’un seul acide aminé alourdi (en C-terminal de la séquence). Cela facilite la 

quantification car l’écart de masse entre le peptide « alourdi » et « normal » est fixe (écart de 

masse de 6 m/z pour un peptide mono-chargé). C’est un avantage du SILAC par rapport aux 

premières approches de marquage métabolique au 15N modifiant l’extrémité N-terminale des 

liaisons peptidiques ainsi que les chaînes latérales des acides aminés contenant de l’azote (lysine, 

arginine, asparagine, glutamine et histidine). En effet, l’écart de masse entre le peptide alourdi et 

normal n’est alors pas fixe puisqu’il dépend de la séquence en acides aminés de chaque peptide et 

la quantification est donc plus ardue. 

A B

 

Figure 37 : Paires de pics obtenues pour deux peptides sur les spectres MS à l’issue d’une analyse SILAC 
(d’après Fenselau, 2007) [70]. 

A : Exemple d’un peptide exprimé en quantité égale dans les deux conditions. 

B : Exemple d’un peptide surexprimé dans la condition native. 

L’avantage de la méthode SILAC réside dans l’incorporation précoce de la forme isotopique sur 

des cellules vivantes en culture. Les échantillons sont mélangés au stade cellulaire, limitant ainsi 

les biais dus à des pertes inégales de protéines durant la lyse des cellules, l’extraction des 

protéines, la digestion ou les étapes de séparation. Par contre, elle reste limitée à l’étude de 

cellules amplifiables en culture et ne peut donc pas être appliquée aux tissus, ou échantillons 

cliniques (plasma,…). De plus, certains types cellulaires ne sont pas cultivables en présence de 

sérum dialysé, sûrement dû à la perte de facteurs de croissance pendant le processus de dialyse. 

Enfin, il faut normaliser les ratios pour limiter tout biais dû à un renouvellement partiel du stock 

protéique. 
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2.3. Marquage enzymatique (H2
16O/H2

18O) 

La technique de marquage enzymatique repose sur l’incorporation d’atomes d’oxygène 18 (18O) à 

l’extrémité C-terminale des peptides générée au cours de la digestion des protéines par une 

protéase [67, 73] (Figure 38). Un des échantillons est soumis à l’action d’une protéase dans de 

l’eau lourde (H2
18O) alors que le second est digéré dans de l’eau normale (H2

16O). La protéase 

utilisée pour la digestion est généralement la trypsine. Celle-ci incorpore deux atomes d’oxygène 
18O ou 16O au niveau du groupement carboxyl terminal (COOH) généré pour chaque peptide 

(Figure 39). Comme pour le marquage métabolique, l’analyse en spectrométrie de masse révèle 

pour chaque peptide des paires de pics, séparés ici d’un m/z de 4 si z=1 (incorporation de 2 18O). 

Ces paires sont utilisées pour le calcul de la proportion du peptide dans chacun des échantillons. 

 

Figure 38 : Principe de la méthode de marquage enzymatique (H2
16O/H2

18O). 
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Figure 39 : Principe chimique du marquage enzymatique (digestion à la trypsine dans H2
16O ou H2

18O). 

Les avantages de cette approche sont sa facilité de mise en œuvre, ainsi que sa compatibilité avec 

la plupart des échantillons. Par contre, le mélange tardif des deux échantillons (après la digestion) 

est susceptible d’entraîner des biais expérimentaux plus importants. De plus, l’écart de 4 m/z 

entre les deux pics est relativement faible et peut entraîner un risque de chevauchement des 

massifs isotopiques faussant la quantification. 

2.4. Marquage chimique 

L’analyse différentielle par marquage isotopique est réalisée par l’ajout d’un tag chimique 

particulier soit au niveau protéique, soit au niveau peptidique. Différentes approches ont été 

développées et nous présenteront ici les deux plus classiques : l’ICAT et l’iTRAQ. Pour plus 

d’informations sur les autres approches, se référer à la table 1 de la revue de Panchaud et al. [61]. 

2.4.1. ICAT 

La technologie ICAT (Isotope Coded Affinity Tag) a été développée en 1999 par l’équipe de 

Gygi [65] et est actuellement commercialisée par la société Applied Biosystems. Elle repose sur 

l’utilisation de deux tags isotopiquement distincts pour marquer spécifiquement les cystéines des 

protéines par liaison covalente. 
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Figure 40 : Le tag ICAT de première génération. 

Le tag comprend trois parties (Figure 40) : 

• Un groupe réactif (atome d’iode) qui va réagir de façon covalente (alkylation) avec les 

groupements thiol des cystéines. 

• Un bras polyether de structure isotopique caractéristique. C’est lui qui induit la différence 

de masse entre les deux formes du tag selon qu’il possède 8 atomes d’hydrogènes (D0) ou 

8 atomes de deutériums (D8), introduisant une différence de masse de 8 m/z entre les deux 

tags (si z=1). 

• Une étiquette biotine qui permet la purification des peptides marqués sur colonne 

d’affinité (colonne d’avidine). Cette biotine permet l’enrichissement des peptides marqués 

et contribue à une décomplexification de l’échantillon puisque seuls les peptides dont le 

résidu cystéine a été modifié par le réactif ICAT seront analysés par spectrométrie de 

masse. L’identification et la quantification de protéines minoritaires peuvent donc s’en 

trouver facilitées. 
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Figure 41 : Le principe de ma méthode de marquage ICAT. 

Le principe de la méthode ICAT est présenté Figure 41. Les protéines de chaque échantillon sont 

marquées par un tag ICAT spécifique. Les protéines sont alors mélangées et digérées par la 

trypsine. Comme défini ci-dessus, le tag permet un enrichissement des peptides marqués. La 

quantification se réalise une fois encore sur le spectre MS par l’analyse des paires de peptides et 

le calcul d’un ratio d’expression. 

Deux générations de réactifs ICAT ont été développées. La première contient un tag isotopique 

constitué d’atomes d’hydrogène D0 ou D8 et dont la masse du réactif sous forme légère (D0) est 

de 570,5 Da (masse moléculaire moyenne). Le problème est qu’il se crée parfois un décalage 
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entre le temps d’élution du peptide deutéré (D8) par rapport à celui non deutéré (D0). Celui-ci a 

été résolu par l’apparition d’une deuxième génération de tag ICAT, contenant des atomes de 

carbone 12C ou 13C, co-élués en chromatographie. De plus, cette deuxième génération possède 

une liaison acido-labile permettant de cliver la biotine après concentration des peptides lors de 

l’étape d’affinité, ce qui facilite leur analyse par MS/MS (masse moyenne du réactif léger après 

clivage = 227 Da). 

Le gros désavantage de cette technique est qu’elle ne marque que les cystéines, or la répartition 

de cet acide aminé est hétérogène selon les protéines, d’où le risque de perte d’information. 

Notons qu’il existe néanmoins des tags ICAT se fixant sur les lysines (KICAT). 

2.4.2. iTRAQ 

Les différentes approches de marquage isotopique développées précédemment reposent toutes sur 

un principe similaire visant à obtenir des paires de peptides sur les spectres MS afin d’accéder à 

leur quantification relative. Cela pose le problème de complexifier le spectre (nombre de pics 

deux fois plus importants) et d’avoir un risque de chevauchement des profils faussant la 

quantification. De plus ces techniques ne comparent que deux conditions différentes. 

Dans l’optique de surmonter ces limitations, un nouveau type de marquage chimique a été mis au 

point : l’iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation). Ce marquage a été 

développé en 2004 par Ross et al. [66] et est actuellement commercialisé par la société Applied 

Biosystems. Il permet de comparer jusqu’à 8 conditions différentes simultanément. 

Comme pour l’ICAT, ce marquage repose sur la fixation d’un tag chimique particulier, par contre 

celui-ci est dit isobarique, la masse ajoutée au peptide étant la même quelque soit le tag iTRAQ 

utilisé. 

Rapporteur
(114 à 117 Da)

Balance
(31 à 28 Da) PRG

Tag Isobarique
Masse totale = 145 Da

= Site de fragmentation MS/MS

PRG = Peptide Reactive Group
 

Figure 42 : Structure schématique du tag iTRAQ 4-plex. 
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La structure du tag iTRAQ est schématisée Figure 42. Il est composé de trois parties : 

• Un groupement réactif spécifique des fonctions amines (groupement N-hydroxy-

succinimide ester). Il permet la fixation covalente du tag aux fonctions amines  

N-terminales des peptides ainsi qu’aux chaînes latérales des lysines. 

• Un groupement « rapporteur » chargé de m/z 114, 115, 116 ou 117 selon le tag. 

• Un groupement « perte de neutre » non chargé de 31 à 28 Da qui permet de 

contrebalancer les masses du groupement rapporteur de façon à avoir quelque soit le tag 

une masse finale de m/z 145 (exemple : perte de neutre de 31 Da pour le groupement 

rapporteur 114, de 30 Da pour le 115,…). Un site de fragmentation préférentielle en 

MS/MS est présent de chaque côté de ce groupement. 

La Figure 43 décrit la structure chimique des différents tags avec la composition isotopique les 

différenciant. 

 

Figure 43 : Structure chimique des différents tags iTRAQ 114, 115, 116, et 117. 

A : Structure chimique générale du tag avant fixation au peptide. 

B : Structure chimique du tag après fixation au peptide avec les différentes formes isotopiques. 

Le principe d’une analyse iTRAQ 4-plex classique est présenté Figure 44. Les différents 

échantillons protéiques sont digérés à la trypsine et les peptides résultants marqués avec un tag 

iTRAQ particulier. Après leur marquage spécifique, les peptides sont mélangés, séparés par 

chromatographie et finalement analysés en spectrométrie de masse. Les tags étant isobariques, les 

différents peptides marqués apparaissent lors du scan MS sous la forme d’un seul et même pic 

(correspondant à la masse du peptide + les 145 Da ajoutés par le tag). La quantification se réalise 

lors de l’analyse MS/MS. En effet, durant la fragmentation du peptide, il y a une coupure 

préférentielle de part et d’autre du groupement perte de neutre. La libération des groupements 

rapporteurs de m/z 114 à 117 est donc proportionnelle à la quantité relative du peptide dans 
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chacune des conditions auxquelles ils se rapportent. La fenêtre de m/z 114 à 117 a été choisie car 

aucun fragment ou ion immonium pouvant fausser la quantification ne se situe dans cette zone. 

Le fragment perte de neutre n’étant pas chargé, il n’est pas analysé en spectrométrie de masse. Le 

reste du spectre MS/MS est classique et permet de visualiser les différents fragments du peptide 

et donc d’identifier ce peptide. Les étapes d’identification et de quantification sont donc réalisées 

simultanément durant l’analyse MS/MS. 
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& labeling

MSMS Identification
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100 114.1393(R715,S1097)

115.1534(R856,S615)

116.1407(R799,S492)

117.1445(R804,S211)

MSMS Quantification
 

Figure 44 : La méthode iTRAQ 4-plex. 

La méthode iTRAQ présente de nombreux avantages. Le tag étant isobarique, il évite la 

complexification du spectre MS et le risque de superposition des pics. Il augmente aussi la 

sensibilité de détection : chaque pic correspond à la somme du même peptide marqué pour 

chaque condition. Un autre avantage clé réside dans sa capacité à réaliser des analyses 

multiplexes (jusqu’à 8-plex). Enfin, une quantification absolue est également possible par l’ajout 

d’un standard interne. Cependant, son inconvénient majeur réside dans le marquage tardif des 

échantillons qui augmente les risques d’erreur de quantification dûs à des pertes inégales de 

protéines durant la préparation de l’échantillon (lyse cellulaire, extraction,…). 

 

La dernière génération de tags iTRAQ permet de réaliser des analyses 8-plex pour comparer 

jusqu’à 8 conditions différentes [74]. Le groupement rapporteur du tag s’étend de 113 à 121 Da, 

avec la masse à 120 Da laissée libre pour les ions immonium phénylalanine potentiels  

(Figure 45). 
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Figure 45 : Exemple de spectre MS/MS obtenu avec la méthode iTRAQ 8-plex. 

L’ajout de 4 masses supplémentaires a nécessité de modifier un peu la composition chimique du 

tag, même si le principe reste le même avec une partie spécifique des groupements amines, un 

groupement perte de neutre et un rapporteur (Figure 46). Le tag est isobarique et a une masse 

totale de 305 Da (contre 145 Da pour le tag 4-plex). Cette augmentation de masse est « à double 

tranchant » : elle permet d’avoir accès à des peptides de masse faible (< 750 m/z) qui sont 

généralement perdu dans le bruit. D’un autre côté, certains peptides de masse plus importante 

 (> 2500 m/z), peuvent être moins bien détectés, notamment avec une source MALDI. 

 

Figure 46 : Structure chimique des tags iTRAQ 8-plex. 

L’analyse iTRAQ 8-plex permet de tester plus de conditions simultanément ou d’augmenter les 

répliquas biologiques. Cependant, la multiplication des conditions à tendance à linéariser les 
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profils de pics rapporteurs et donc à sous-estimer les différences réelles [75]. Cette génération de 

tag 8-plex est prometteuse mais encore jeune et peu de publications ont validé pour l’instant son 

efficacité [75, 76]. 

Enfin, d’autres méthodes utilisant un tag isobarique ont également été développées. Citons 

notamment, les approches TMT (isobaric Tandem Mass Tags) de Thermo Scientific et Exactag 

de PerkinElmer. 

L’approche TMT permet de faire des analyses 6-plex et génère des groupements rapporteurs 

compris entre 126 et 131 Da [77, 78]. Son principe est très similaire à celui de l’iTRAQ avec une 

fixation des tags sur les fonctions amines au niveau peptidique et une quantification en MS/MS. 

L’approche Exactag a été décrite récemment [79]. On a peu de recul sur son efficacité réelle 

puisqu’aucune étude l’utilisant n’a été publiée à ce jour. Elle permet de faire des analyses 10-plex 

et a l’avantage de marquer les échantillons au niveau protéique (sur les résidus Cystéine ou 

Lysine), donc plus précocement que l’iTRAQ. Par contre, la taille du tag semble présenter un 

inconvénient majeur. Celui-ci fait 972 Da et génère des groupements rapporteurs à 343, 349, 355, 

400, 406, 412, 457, 463, 469 et 475 Da. Ce tag volumineux peut avoir des effets sur la séparation 

des échantillons et rend compliquée son utilisation avec un spectromètre de masse à source 

MALDI générant des ions mono-chargés. 

3. Les méthodes « label-free » 

Récemment, de nouvelles approches ont été développées pour obtenir des informations semi-

quantitatives sans modification ou marquage préalable des échantillons. Celles-ci sont dites 

méthodes « label-free ». 

- La stratégie PMSS (Peptide Match Score Summation) représente une première approche 

[80]. Elle repose sur l’hypothèse que le score attribué à une protéine par un moteur de 

recherche est basé sur la somme des scores d’identification de ses peptides et donc que le 

score protéique est proportionnel à la quantité de protéines. La comparaison des scores peut 

ainsi donner des informations semi-quantitatives. 

- L’approche SpS (spectrum sampling) est très similaire et repose sur le décompte du nombre 

de spectres MS/MS associés à une même protéine [81]. 

- La méthode PAIs (Protein Abundance Indices) est jugée plus fiable car basée sur différents 

paramètres observables. Par exemple, le nombre de peptides identifiant une protéine 

augmente avec l’abondance de la protéine. Comme les grosses protéines génèreront 
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statistiquement plus de peptides mesurables que les plus petites, le PAI est calculé en 

normalisant le nombre de peptides observés par le nombre de peptides théoriquement 

observables pour la protéine d’intérêt [82, 83]. Ishihama et son équipe ont décrit une variante 

nommée emPAI (exponentialy modified PAI) établissant une relation logarithmique entre le 

nombre de peptides observés et la quantité de protéine dans un échantillon donné [84]. 

Malheureusement, il n’est pas possible de prédire la réponse du détecteur MS pour un peptide 

particulier car les propriétés d’extraction et d’ionisation sont peptides-dépendantes. En 

conséquence, le courant d’ions (XICs pour extracted ion currents) obtenu pour les différents 

peptides d’une même protéine est très différent même s’ils sont en réalité présents en même 

concentration. Néanmoins, ces sources d’erreurs ne s’appliquent théoriquement pas lorsque l’on 

compare un même peptide issu de différents runs chromatographiques réalisés selon des 

conditions expérimentales identiques. En conséquence, deux protéomes peuvent être comparés 

s’ils sont analysés l’un après l’autre selon des paramètres de séparation / analyse reproductibles 

[85, 86]. Des logiciels ont été développés pour extraire les intensités observées pour un même 

peptide dans différents runs afin de déterminer et comparer leur abondance relative. On peut citer, 

par exemple, MSight [87], SuperHirn [88], MapQuant [89], SpecArray [90] ou VEMS [91-93]. 

Les principaux avantages de ce type de méthodes sont l’absence de marquage et leur application 

quelque soit l’instrument de masse utilisé. Cependant, leur gros inconvénient réside dans le risque 

d’erreurs multiples durant les procédés d’analyse en parallèle. Elles nécessitent donc la 

réalisation de LC et MS très précises et reproductibles. 

4. Les méthodes avec standard : vers une quantification absolue 

Les approches décrites précédemment sont très utiles pour la quantification relative de protéomes 

complexes non caractérisés en fonction de différentes conditions. Néanmoins, elles ne sont pas ou 

peu adaptées à la quantification absolue des variations observées. La quantification absolue 

nécessite de connaître au préalable la protéine à doser. La technique de choix repose sur un 

dosage de type ELISA (à condition d’avoir à disposition l’anticorps dirigé contre la protéine à 

doser). Des techniques protéomiques basées sur l’utilisation d’un standard interne ont été 

développées : AQUA, QCAT ou PSAQ (Figure 47). 
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Figure 47 : La quantification absolue en protéomique. 

4.1. Peptide AQUA 

La méthode de quantification absolue par peptide AQUA (Absolute QUAntification) a été 

développée en 2003 par Gygi et al. [94]. 

Sélection d’un peptide de la protéine à doser.

Synthèse d’un peptide analogue marqué 
isotopiquement (13C, 15N) = peptide AQUA.

Echantillon protéique 
+ peptide AQUA (en quantité connue).

Digestion trypsique.

Analyse MS et Quantification 
Peptide AQUA (quantité connue) vs peptide à doser.

 

Figure 48 : Principe de l’approche AQUA (Sigma). 

Son principe repose sur l’utilisation d’un peptide trypsique synthétique spécifique de la protéine 

d’intérêt à doser (Figure 48). Ce peptide est synthétisé en y incorporant des formes isotopiques 

stables de certains acides aminés (par exemple 13C6-arginine). Il est alors ajouté en quantité 

connue dans l’échantillon protéique biologique. L’échantillon est protéolysé et analysé en 

spectrométrie de masse. Le spectre MS met en évidence une paire de pics au niveau du peptide 

d’intérêt. Le peptide synthétique ayant été ajouté en quantité connue, la quantité de peptide natif, 

donc de la protéine peut être déduite du ratio d’expression. 
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Les limites de cette approche sont que la quantification est faite à partir d’un seul peptide et que 

ce peptide AQUA est ajouté tardivement à l’échantillon. Le dosage ne tiendra donc pas compte 

des pertes induites par l’ensemble des étapes antérieures à l’ajout du peptide AQUA : extraction, 

purification, digestion des protéines,… De plus, la difficulté à obtenir de tels peptides en quantité 

exacte, limite cette approche. 

4.2. QCAT ou QconCAT 

Les techniques QCAT [95] ou QconCAT [96] ont un principe similaire à l’AQUA mais 

présentent l’avantage de permettre la quantification absolue de plusieurs protéines simultanément 

(Figure 49). Elles reposent sur la sélection d’une série de peptides trypsiques caractéristiques des 

protéines d’intérêt à quantifier. Un gène synthétique codant pour un concatémère de ces différents 

peptides est façonné. Son expression permettra la production d’une protéine chimérique 

constituée d’un accolement bout à bout des peptides de chaque protéine à doser. Comme pour la 

technique AQUA, cette protéine artificielle est synthétisée en y incorporant des formes 

isotopiques stables de certains acides aminés, permettant ainsi la quantification à partir du spectre 

MS. Cette protéine concatémère est ajoutée à l’échantillon biologique avant la digestion trypsique 

afin d’éliminer le biais dû, par exemple, à une digestion partielle. Par contre cette protéine étant 

chimérique la digestion peut-être gênée ou au contraire privilégiée par rapport aux protéines 

natives. De plus, il n’est pas facile de produire une telle protéine de façon stable. 

Ensemble de protéines à quantifier

Mélange de la protéine 
QconCAT à l’échantillon

Digestion trypsique 

Design d’un gène codant pour un concatémère 
des peptides standards

Expression d’une protéine chimérique 
incorporant des isotopes stables

Purification et quantification de la 
protéine QconCAT

Quantification absolue en MS 
à partir des paires d’ions

Choix des peptides standards à synthétiser

 
Figure 49 : Principe de l’approche QconCAT. 
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4.3. PSAQ 

Bien que les méthodes AQUA et QconCAT aient apporté des avancées notoires dans la 

quantification absolue de protéines d'échantillons biologiques complexes, la quantification 

absolue par ces techniques souffre des limitations suivantes : 

• Une incapacité à prendre en compte l’efficacité réelle de l’étape de protéolyse avant 

l’analyse MS. 

• Une incompatibilité avec le pré-fractionnement d’échantillon qui est souvent nécessaire 

lorsque l’on travaille sur des échantillons biologiques. 

• Une faible couverture de la séquence protéique, limitant la fiabilité de la quantification. 

Pour surmonter ces inconvénients, Brun et al. ont proposé la méthode PSAQ (Protein Standard 

Absolute Quantification) qui repose sur la production in vitro de la protéine à quantifier sous la 

forme d’une protéine recombinante entière marquée isotopiquement [97, 98]. Cette protéine est 

ajoutée à l’échantillon très en amont dans le processus d’analyse et digérée exactement de la 

même façon que la protéine native. De plus, la quantification est beaucoup plus fiable car elle se 

fait à partir de l’ensemble des peptides trypsiques de la protéine et non pas un seul comme lors 

des approches précédentes. Par contre, elle nécessite la production in vitro de la protéine, ce qui 

est souvent long, compliqué voire impossible. Il se pose aussi le problème des modifications post-

traductionnelles, non prises en compte généralement dans la protéine recombinante. 
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 CHAPITRE 3 : Le cancer du poumon 

1. Introduction 

Le cancer du poumon est le cancer le plus fréquent au niveau mondial, à la fois en terme 

d’incidence (1,2 millions de nouveaux cas chaque année dans le monde, soit 12.3 % des cancers) 

et de mortalité (1,1 millions de morts, soit 17,8 % de la mortalité totale due aux cancers)  

(Figure 50). Le rapport mortalité/incidence est donc égal à 0.9, ce qui reflète la gravité de cette 

tumeur. 

 
Figure 50 : Diagramme représentant le nombre estimé de nouveaux cas de cancer (incidence) et de décès 
(mortalité) dans le monde en 2002 (d’après Parkin et al. [99]). 
Les données sont exprimées en milliers de cas pour chaque type de cancer répertoriés pour les pays 
développés et en voie de développement. Seuls les individus mâles sont représentés ici. Le diagramme 
équivalent pour les femmes est disponible dans la publication de Parkin et al [99]. 

Le facteur de risque principal est le tabagisme actif, responsable de 90 % des cas de cancers du 

poumon. Le tabac contient en effet de nombreux carcinogènes dont le principal est le benzo-α-

pyrène (le goudron). D’autres facteurs environnementaux ont une incidence, tels que l’inhalation 

d’amiante par exemple. 

Le taux d’incidence chez l’homme est de 34,9 pour 100 000, avec des taux plus élevés dans les 

pays développés (ce taux est en baisse dans les pays où la consommation de tabac diminue). Chez 

les femmes, le taux d’incidence est inférieur (11,1 pour 100 000) mais ne cesse d’augmenter (à 

corréler avec l’augmentation de la consommation de tabac chez les femmes depuis une quinzaine 

d’années). Aux Etats-Unis, le nombre de femmes décédées d’un cancer du poumon dépasse 

depuis peu les décès dus à un cancer du sein [99-101]. 
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2. Classification / Histologie 

L’observation au microscope de la taille et de l’apparence des cellules malignes permet de classer 

les cancers du poumon en deux grands groupes histologiques [102] : 

• les cancers du poumon non à petites cellules ou NSCLC (pour Non-Small Cell Lung 

Carcinoma) 

• les cancers du poumon à petites cellules ou SCLC (pour Small Cell Lung Carcinoma) 

2.1. Cancers du poumon non à petites cellules 

Les cancers du poumon non à petites cellules (NSCLC pour Non Small Cell Lung Carcinoma) 

représentent 75 à 85 % des cancers du poumon. Il existe trois sous-types de NSCLC : les cancers 

du poumon à cellules squameuses (ou cellules malpighiennes), les adénocarcinomes et les 

cancers du poumon à grandes cellules. Ces trois sous-types sont pris en charge et traités de façon 

similaire. 

2.2. Cancers du poumon à petites cellules 

Les cancers du poumon à petites cellules (SCLC pour Small Cell Lung Cancer) représentent 15 à 

25 % des cancers du poumon. Ces cellules possèdent des vésicules remplies d’hormones 

neuroendocrines. Ce type de cancer est grandement associé au tabagisme. Il est traité par chimio 

ou radiothérapie mais possède généralement un mauvais pronostic avec un fort taux de 

métastases. 

3. Signes et symptômes 

Les patients atteints de cancer du poumon ne présentent pas de symptômes spécifiques, 

notamment à un stade très précoce de la maladie. Les principaux signes reflètent généralement un 

stade assez avancé du cancer. Ces symptômes sont : une toux persistante avec apparition de 

crachats sanglants, une difficulté à respirer, un essoufflement anormal, une douleur à la poitrine 

et un amaigrissement inhabituel [103]. Cette non-spécificité des symptômes nécessite la 

réalisation d’examens plus poussés tels que la visualisation de la tumeur par imagerie. 
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4. Diagnostic 

Les techniques d’imagerie telles que la tomographie (PET : Positron Emission Tomography, ou 

CET : Compute Emission Tomography) ou l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) sont 

couramment employées pour le diagnostic des cancers mais présentent une limite de détection 

insuffisante pour leur diagnostic précoce. 

La tomographie de type CT (spiral computed tomography), basée sur l’utilisation de source à 

rayons X en rotation rapide, produit des images avec une bonne résolution spatiale et de 

contraste. Elle permet de détecter des tumeurs du poumon de quelques millimètres de diamètre 

[104, 105]. Des études pilotes rapportent la détection de tumeur de stade I avec une sensibilité de 

70-85% et une taille moyenne des cancers détectés inférieure à 20 mm avec une médiane à  

10 mm environ [104]. L’étude ELCAP (Early Lung Cancer Action Project), incluant 1000 

individus fumeurs classés à haut risque, a démontré que la CT est beaucoup plus sensible qu’une 

radio des poumons pour la détection précoce de cancer du poumon [104]. 

Une biopsie est généralement faite pour confirmer le diagnostic et caractériser la tumeur. 

Néanmoins, les limites de détection des techniques actuelles engendrent un grand intérêt pour la 

recherche de bio-marqueurs sériques pour le diagnostic précoce. 

5. Traitements 

5.1. Cancers du poumon non à petites cellules 

Le traitement des cancers du poumon non à petites cellules fait appel aux résections chirurgicales, 

à la radiothérapie, à la chimiothérapie et aux thérapeutiques ciblées (actuellement l'Erlotinib et le 

Cetuximab) [106, 107]. 

Les formes précoces (stades I et II) sont traitées chirurgicalement (lobectomie ou 

pneumonectomie), avec une chimiothérapie complémentaire dans certains cas, appelée 

chimiothérapie adjuvante. Les cancers bronchiques plus tardifs mais non métastatiques (stade III) 

sont difficilement opérables en raison d'une atteinte thoracique trop importante. Ils sont donc 

traités par chimiothérapie et radiothérapie. Les patients avec un cancer métastatique (de stade IV 

ou "généralisé") peuvent bénéficier d'une chimiothérapie et de thérapeutiques ciblées. La 

radiothérapie peut être administrée dans certains cas, à visée palliative, pour réduire les 

symptômes, par exemple les douleurs d'une métastase osseuse. 

Les taux de survie à 5 ans dépendent grandement du stade de la tumeur lors de la prise en charge 

du patient. Ainsi, les patients diagnostiqués au stade I ont une survie à 5 ans de 60 à 70 %, les 
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patients de stade II de 40 à 50%, les patients de stade III de 15 à 30 %. Les patients de stade IV 

ont un taux de survie très faible (survie de 8 mois à une année) [106]. 

5.2. Cancers du poumon à petites cellules 

Les cancers du poumon à petites cellules sont caractérisés par une prolifération cellulaire rapide 

et une tendance à la métastase précoce. En clinique, deux stades de SCLC sont distingués : un 

stade limité où la tumeur est présente dans un seul hémithorax, et un stade étendu avec des 

métastases. Environ 20 à 25 % des patients ont un stade limité, traitable par résection 

chirurgicale. Néanmoins, les taux de survie à 5 ans restent faibles, de 15 à 25 %. Des approches 

couplant chimio et radiothérapies sont aussi recommandées [106-108]. Pour les stades avancés, le 

traitement de choix est la chimiothérapie, généralement la cisplatine, la carboplatine ou 

l'etoposide. Les approches actuelles utilisent aussi de nouvelles drogues telles que l'inhibiteur de 

la topoisomérase I et les taxans [106-108]. 

6. Les bio-marqueurs : une nécessité 

6.1. Généralités 

Les bio-marqueurs réfèrent à tous les moyens de mesure quantitative de l’homéostasie 

biologique, permettant de distinguer ce qui est anormal de ce qui est normal [109]. En 

conséquence, la définition la plus simple d’un bio-marqueur est : une molécule indiquant une 

altération dans la physiologie normale. En pratique, un bio-marqueur doit avoir une utilité en 

clinique [110]. En cancérologie, les bio-marqueurs sont non seulement utiles au diagnostic des 

cancers mais apportent aussi des informations importantes en thérapie telles que la vérification du 

stade ou la réponse thérapeutique. Les bio-marqueurs tumoraux contribuent également à la 

compréhension des différents stades de cette maladie. Actuellement, la classification des cancers 

repose essentiellement sur la classification anatomo-pathologiste développée en France par Pierre 

Denoix dans les années 1940 (système TNM pour Tumor, Node, metastases). Les bio-marqueurs 

pourraient donner plus d’informations dans certains domaines de la biologie non renseignés par le 

système TNM. En clinique, les bio-marqueurs tumoraux sont utiles à la sélection d’un traitement 

approprié. Actuellement, des thérapies tumorales sont développées en tenant compte de bio-

marqueurs spécifiques, comme par exemple le « trastuzumab » pour les patientes atteintes d’un 

cancer du sein HER2/neu positif [111]. 
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6.2. Types de bio-marqueurs tumoraux 

Il existe plusieurs types de bio-marqueurs tumoraux rattachés à différents domaines : la 

génomique/transcriptomique, l’épigénétique, la protéomique, la métabolomique ou les techniques 

d’imagerie. 

La génomique/transcriptomique utilise des puces ADN, la PCR, la RT-PCR, le séquençage 

d’ADN, le marquage FISH (fluorescent in situ hybridization), etc… pour détecter les altérations 

génétiques accompagnant l’état cancéreux. 

L’analyse des modifications épigénétiques est aussi une source de bio-marqueurs. De telles 

modifications sont souvent rencontrées dans les îlots CpG de la région régulatrice des gènes, 

causant une diminution de l’expression des gènes concernés. Ces altérations peuvent être à 

l’origine de la sortie des cellules du cycle normal et aboutir à la formation de cancer [112, 113]. 

Les techniques protéomiques incluent la spectrométrie de masse, les ELISA, 

l’immunohistochimie, etc…, et visent à découvrir de nouveau bio-marqueurs protéiques. 

La métabolomique étudie non pas les macromolécules (ADN, protéines) mais des molécules de 

faible poids moléculaire ou des métabolites tels que les acides aminés, les peptides, les lipides ou 

les carbohydrates. Le métabolome est prédit comme contenant seulement 2500 petites molécules 

et peut représenter une source de marqueurs. 

6.3. Applications en diagnostic et thérapeutique 

Les bio-marqueurs tumoraux reflètent la nature hétérogène des cancers de façon plus adéquate 

que le système TNM. D’un point de vue histologique, les cancers du poumon sont divisés en 

deux sous-types présentés précédemment (SCLC et NSCLC). D’autres critères de classification 

sont utilisables tels que la présence ou non de mutation de l’EGFR. Ces sous-catégories ne sont 

pas déterminées sans des actes invasifs pour le patient tels que les biopsies. En conséquence, le 

diagnostic fiable d’un sous-type de cancer par mesure de bio-marqueur spécifique serait un réel 

bénéfice pour les patients. Ces marqueurs sont non seulement attendus comme facteurs de 

prédisposition chez les patients à haut risque tels que les grands fumeurs mais aussi pour le 

diagnostic précoce du cancer [109]. Ces marqueurs seraient aussi utiles pour orienter la thérapie 

car leur niveau d’expression peut varier en réponse au  traitement. Ils sont utilisables pour 

caractériser les cibles de drogues. Citons, par exemple, l’aminopeptidase-p et l’annexine A1 

découverts au niveau des surfaces endothéliales dans un modèle de cancer du poumon chez la 

souris [114]. A l’inverse, ils peuvent aider au design de nouvelles drogues. 
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6.4. Les bio-marqueurs actuels du cancer du poumon 

La forte mortalité associée au cancer du poumon est due en grande partie à l’incapacité actuelle 

de le diagnostiquer de façon suffisamment précoce. En effet, les outils utilisés en clinique 

(tomographie, bronchoscopie et analyse des crachats) ne sont pas suffisants. En conséquence, la 

découverte de nouveaux bio-marqueurs spécifiques du cancer du poumon est très importante pour 

la détection précoce et la thérapie ciblée. 

Il n'existe actuellement aucun marqueur ou combinaison de marqueurs utilisés en clinique pour le 

diagnostic précoce du cancer du poumon dans des populations asymptomatiques ou dans un 

groupe de patients à risque (tels que les fumeurs). Néanmoins certains marqueurs ont pu être 

caractérisés [115]. On trouve ainsi, au niveau génétique, l’hyperméthylation des promoteurs et la 

mutation des gènes K-ras et p53 [116]. Les niveaux d’ARNm ne sont pas toujours directement 

corrélés aux niveaux des protéines, les molécules réalisant les fonctions [117]. En effet, il existe 

une bien plus grande variété de formes protéiques que les 20 488 gènes décrits dans le génome 

humain [11]. Celle-ci est notamment due à l’épissage alternatif, la protéolyse et les modifications 

post-traductionnelles. Cela signifie que les bio-marqueurs protéiques peuvent être plus 

spécifiques du type et du statut du cancer. 

Les bio-marqueurs protéiques du cancer du poumon sont classés en 3 catégories en fonction de la 

source de protéines : sérum, tissu ou crachat [115]. Dans les crachats, les cellules cancéreuses 

issues des sites cancéreux sont les principales sources de protéines. Dans les biopsies de tissu 

pulmonaire, on trouve non seulement les cellules cancéreuses mais aussi d’autres molécules 

impliquées dans les défenses de l’organisme telles que les cellules de l’immunité, les cytokines et 

des dérivés des réponses immune et inflammatoire. Le sang est la source potentiellement la plus 

riche. On peut y trouver, par exemple, les bio-marqueurs trouvés dans les biopsies ainsi que 

plusieurs fragments protéiques générés dans le tissu environnant ou par des protéines ou cellules 

circulantes. Dans la mesure où les caractéristiques ultimes d’un bio-marqueur sont d’être 

spécifique, précoce, détectable de façon non invasive et de permettre de suivre l’évolution post-

thérapie du cancer, le sang représente une source de protéines pertinente. 

Des marqueurs protéiques ont ainsi été décrits comme par exemple, la neuron specific enolase 

(NSE), le carcinoembryonic antigen (CEA), les fragments de cytokeratine 19 (CYFRA 21-1) 

squamous cell carcinoma antigen (SCC), le cancer antigen CA 125 (CA 125), le tissue 

polypeptide antigen (TPA) ou la kallikrein B1 (KLKB1) (Tableau 4 et Tableau 5) [115, 116]. 
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Protéine Diagnostique Suivi 
thérapeutique

Suivi 
pronostic Ontologie Détails

CEA AdenoCA, SCLC
(>10µg/L)

AdenoCA, 
NSCLC avancé

AdenoCA, 
NSCLC

Constituant de la 
membrane cellulaire, 
Superfamille des Ig à 
ancre lipidique

Utilisé combiné avec CYFRA.
Souvent élevé chez les fumeurs

CYFRA21-1 SCC, NSCLC 
(NSCLC : sensibilité 23-70%)

NSCLC avancé NSCLC, 
SCC

Constituant du 
cytosquelette

Souvent élevé chez des patients 
ayant des maladies bénignes du 
poumon

TPA NSCLC, SCC - NSCLC - -

ProGRP SCLC 
(sensibilité 47-86%) 

(> 200 ng/L : forte suspicion)

SCLC - Hormone neuropeptide Elevé dans les maladies rénales 
et bénignes du poumon

NSE SCLC 
(sensibilité 74%) 

(> 100 µg/L : forte probabilité)

SCLC SCLC Activité 
phosphoglycérate 
déhydrogénase

Utilisé combiné avec ProGRP.
Peut corrélé avec un faible taux de 
survie. Elevé dans les maladies 
inflammatoires.

Tumor M2-
pyruvate 
kinase

AdenoCA 
(sensibilité 50-71%)

- AdenoCA Activité pyruvate 
kinase, glycolyse

Elevé dans de multiple maladies 
malignes et inflammatoires

CEA = carcinoembryonic antigen, CYFRA 21-1 = cytokeratin 19 fragment, TPA = tissue polypeptide antigen, ProGRP = progastrin-releasing peptide, 
NSE = neuron-specific enolase, AdenoCA = adenocarcinoma, SCC = squamous cell carcinoma, SCLC = small cell lung cancer, NSCLC = non-small 
cell lung cancer

 
Tableau 4 : Les bio-marqueurs protéiques actuellement utilisés pour le cancer du poumon  
(d'après Sung et Cho, Tableau 2) [115, 116]. 

Protéine Diagnostique Ontologie Détails

Serum amyloid A Cancer du poumon Activité transporteur lipidique Elevé (jusqu'à 62,4 µg/mL contre 
2 µg/mL en moyenne chez les 
contrôles sains)

Haptoglobin-alpha-2 AdenoCA Protéolyse,
réponse immune

-

APOA1 AdenoCA Activité transporteur 
lipidique, 
inhibiteur d'activité lipase

Fragment de l'apolipoprotéine A-
1 diminué chez les patients 
cancéreux

KLKB1 AdenoCA Protéolyse Fragment de 17-18 kDA de la 
kallkrein B1

 
Tableau 5: Les bio-marqueurs protéiques potentiels du cancer du poumon (d'après Sung et Cho) [115, 116]. 

Les bio-marqueurs disponibles pour le cancer du poumon ne sont pas suffisamment sensibles et 

spécifiques pour être utilisés cliniquement en diagnostic, stratification, pronostic ou pour la 

prédiction de la réponse aux drogues. Néanmoins, de gros efforts sont actuellement entrepris pour 

y remédier. 

Trois aspects doivent être considérés. Tout d’abord, il est nécessaire d’analyser les marqueurs 

actuellement disponibles ou potentiels dans de grandes cohortes d’échantillons cliniques incluant 

d’autres cancers ou maladies (maladies inflammatoires). Deuxièmement, il est nécessaire de se 

focaliser sur un sous-type spécifique de cancers du poumon afin d’augmenter la spécificité et la 
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découverte de protéines minoritaires. Troisièmement, un seul bio-marqueur n’est pas suffisant 

pour prédire et suivre les cancers du poumon. Au contraire, une combinaison de bio-marqueurs 

fiables avec des informations quantitatives serait réellement utile en clinique. 
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CHAPITRE 4 : La protéine p53 

Le gène TP53 est un gène suppresseur de tumeur jouant un rôle primordial dans le maintien de 

l’intégrité du génome. 

1. Introduction – Historique 

La protéine nucléaire p53 a été mise en évidence en 1979 dans un modèle de cellules tumorales 

[118, 119]. Dans un premier temps, p53 est considéré comme un proto-oncogène. Ce n’est qu’en 

1989 que le pouvoir transformant observé est attribué à une mutation du gène p53, la forme 

sauvage n’ayant quant à elle pas cette propriété [120, 121]. Bien au contraire, p53 est un anti-

oncogène qui supprime donc l’effet transformant des oncogènes. 

Intitulée « Molécule de l’année » en 1993 par le journal Science (Science 1993 Dec 24 ; 

262(5142) :1953) et « gardien du génome » par de nombreux auteurs [122], l’intérêt qui lui est 

porté est tel qu'entre 1993 et 1996, 4300 articles sont publiés avec le terme « p53 » dans leur titre. 

Cet intérêt massif et unique pour une protéine reflète le rôle primordial qu’elle joue dans la 

régulation du cycle cellulaire, ainsi que l'importance et la fréquence de ses anomalies en 

pathologie maligne. 

2. Structure de p53 

Le gène TP53 se trouve sur le bras court du chromosome 17 (17p13.1) [123]. Ce gène possède 11 

exons avec plusieurs domaines grandement conservés au cours de l’évolution [124]. 

Il code pour une protéine p53. Il s’agit d’une phosphoprotéine de 53 kDa et de 393 acides aminés 

qui joue le rôle de facteur de transcription. 

Transactivation
(1-44)

Tetramerisation
(324-355)

DNA-binding
(102-292)

SH3 binding
(58-101)

C-ter + NLS
(363-393)

 

Figure 51 : Les domaines structuraux de la protéine p53. 

La protéine p53 a l’architecture classique des facteurs de transcription et possède 5 domaines 

fonctionnels (Figure 51) : 

• Un domaine de transactivation au niveau N-terminal (acides aminés 1-44).  

Ce site est impliqué dans l’activation de la transcription des gènes cibles de p53 , une fois la 
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fixation de p53 sur leur ADN [125]. Il joue aussi un rôle important dans le maintien de 

l’intégrité de p53 à travers son interaction avec la protéine mdm2 [126]. 

• Une région hydrophobe riche en prolines (acides aminés 58-101). 

Elle permet la fixation aux domaines SH3 des molécules de transduction du signal. 

• Un domaine central de fixation à l’ADN (acides aminés 102-292). 

Ce domaine, codé par les exons 5-8, permet la reconnaissance et l'interaction avec l’ADN 

double brins des cibles transcriptionnelles de p53 (répétitions de la séquence consensus 

RRRCA/TA/TGYYY) [127, 128]. Ce domaine forme le cœur de la protéine et est essentiel 

pour ses propriétés de transactivation. La majorité des mutations de p53 constatées dans les 

cancers sont situées dans cette région et induisent un changement de conformation de la 

protéine ou la perte de résidus indispensables à sa fixation sur l’ADN. 

• Un domaine d’oligomérisation (acides aminés 324-355). 

La fixation de p53 sur l’ADN cible est optimisée lorsque 4 molécules interagissent 

simultanément. Cette oligomérisation se fait en deux étapes : la première consiste en la 

dimérisation de deux molécules et la seconde en l’association de deux dimères. 

L’oligomérisation de p53 est permise grâce à un domaine, très conservé au cours de 

l’évolution, situé juste après le domaine de fixation à l’ADN [129]. 

• Un domaine régulateur au niveau C-terminal (acides aminés 363-393). 

Cette région hautement basique influence la fixation séquence spécifique de p53 à l’ADN 

[130, 131]. Ce domaine contient aussi les trois séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) 

de la protéine. 

3. Rôles de la protéine p53 

Une des raisons principales expliquant la forte fréquence de mutation de TP53 dans les cancers 

(mutation dans environ 50 % des cancers) est que la protéine p53 joue un rôle clé dans la lutte 

contre la tumorogenèse. 

L'activation des fonctions de p53 se fait en réponse à différents stimuli ou stress [132]. Ceux-ci 

incluent les agents responsables de lésions de l’ADN (les rayons UV, X ou gamma, les 

carcinogènes, les agents alkylants, les mycotoxines,…), l’hypoxie, la perturbation de l’adhésion 

cellulaire, la déplétion des ribonucléotides ou l’activation des cascades de signalisation de 

croissance cellulaire. La vitesse, le niveau et le mode d’activation de p53 varient selon la nature 

du stress, son intensité et la sensibilité du type cellulaire considéré [132]. En conséquence, il 
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n’existe pas de « réponse p53 » uniforme et les conséquences de l’induction de p53 varient 

grandement selon le stimulus [133]. 

La protéine p53 est exprimée de façon constitutive, mais ne s’accumule pas dans les cellules à 

cause de sa rapide dégradation par le protéasome. Cette dégradation est initiée par son interaction 

avec la protéine mdm2, principal régulateur de p53 (Figure 52). La protéine mdm2 est une 

ubiquitine ligase qui va ubiquitiner p53 et la transporter jusqu'au protéasome afin qu’elle y soit 

dégradée [126, 134, 135]. 
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Figure 52 : Schéma simplifié de la régulation de p53. 

En réponse à un stimulus, p53 est phosphorylée en de multiples sites et échappe à la dégradation 

par sa dissociation de mdm2. Cette dissociation résulte de deux principaux phénomènes. Le 

premier est la phosphorylation de p53 et/ou mdm2 sur des résidus clés par l’activation de kinases 

en réponse aux stress ou dommages de l’ADN [133]. Le second est la séquestration de mdm2 par 

la protéine p14(arf) en réponse à la stimulation par des facteurs de croissance [136]. En résumé, 

p53 peut être stabilisée par au moins deux phénomènes : la réponse au stress lié à des dommages 

de l’ADN, et le contrôle normal de la croissance cellulaire en réponse à la stimulation par des 

facteurs de croissance. 

De façon intéressante, le promoteur du gène mdm2 possède un site de régulation par p53. La 

transcription de mdm2 est donc p53-dépendante. Ce phénomène est à l'origine de la mise en place 
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d'une boucle d'auto régulation (régulation rétro active ou « feedback ») où l’expression de p53 

induit la surexpression de son inhibiteur mdm2 [137]. 

La stabilisation de p53 va entraîner des changements au niveau de sa conformation. La protéine 

va s'organiser sous forme tétramérique pour devenir un facteur de transcription actif. P53 peut 

alors se fixer de façon spécifique sur les séquences d’ADN de ses gènes cibles afin de réguler 

(positivement ou négativement) leur expression. Ces gènes cibles incluent des régulateurs du 

cycle cellulaire, de l’apoptose, de la réparation de l’ADN et de la différenciation [138]. L’effet de 

l’activation de p53 sur la cellule dépend de l'action cumulée de l’ensemble de ses cibles. En 

général, celles-ci forcent la cellule à sortir de son cycle de réplication de l’ADN, soit en induisant 

l’apoptose, soit en favorisant l’arrêt transitoire ou définitif du cycle cellulaire [139]. 

Dans des circonstances normales, p53 est transitoirement activée lors du « check-point » situé 

entre la phase G1 et S du cycle cellulaire, et participe ainsi au contrôle de la vitesse et du moment 

d’entrée des cellules dans la phase S. Si les cellules sont soumises à un stress, p53 va s’accumuler 

en grande quantité et empêcher la prolifération des cellules possédant des lésions de l’ADN. P53 

induit, par exemple, l’expression de la protéine p21 qui est un inhibiteur de plusieurs cyclines-

CDK nécessaires à la poursuite du cycle cellulaire. 

 

Une vue globale non exhaustive de la voie p53 est représentée Figure 53 [140]. On distingue trois 

niveaux de régulation différents : 

• Les médiateurs (en amont de p53) : en réponse aux différents stress, ils envoient les 

stimuli nécessaires à l'activation de p53. 

• L’environnement proche de p53 (« core regulation ») : il englobe les protéines participant 

à la régulation directe de p53 (mdm2, p14arf). 

• Les cibles (en aval de p53) : ce sont les effecteurs permettant de réaliser les différentes 

fonctions de p53 : arrêt du cycle cellulaire, apoptose, réparation de l’ADN, inhibition de 

l’angiogenèse et de la métastase. 
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Figure 53 : Schéma synthétique de la voie de signalisation p53 (d’après Wang et al., 2003) [141]. 

4. Mutations de p53 dans les cancers 

4.1. Généralités 

Le développement d’un cancer suit un processus Darwinien, sélectionnant les cellules ayant la 

meilleure capacité à s’adapter à leur environnement perturbé. La survie de ces cellules tumorales 

repose sur l’accumulation séquentielle d’altérations génétiques pour un ensemble de gènes 

contrôlant la prolifération et la survie cellulaire, les réponses aux stress, les interactions des 

cellules avec leur environnement et l’homéostasie des gènes [142]. 

Parmi la grande diversité des voies génétiques impliquées dans le développement d’un cancer, le 

gène TP53 apparaît comme un élément clé et ce quelque soit l’origine cellulaire ou tissulaire du 

cancer. En effet, la voie p53 est altérée dans la majorité des cancers invasifs. Ces altérations 

résultent d’une perte d’allèles, d’une mutation ponctuelle (généralement « missense ») ou d’une 

inactivation de la protéine par séquestration [143, 144]. Des bases de données référencient 

l’ensemble des mutations connues de TP53. On peut citer, par exemple, la base de données de 

l’IARC International Agency for Research on Cancer (www.iarc.fr/p53/) qui référencie 

actuellement plus de 25 000 entrées [145]. 

La perte de fonction de p53 prédispose les cellules à accumuler rapidement une multitude de 

mutations génétiques. Une démonstration de l’importance de cette perte de fonction a été réalisée 
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par Donehower sur un modèle de souris [146]. Il conclut que des souris ayant une perte de 

fonction de la protéine p53 se développent (presque) normalement mais meurent à un âge très 

précoce suite à de multiples cancers. 

La protéine p53 diffère des autres suppresseurs de tumeurs par le fait qu’environ 75 % des 

mutations rapportées sont « missense » (substitution d’un acide aminé par un autre) [138]. Cela 

contraste avec d’autres suppresseurs de tumeur tels que RB (protéine du rétinoblastome), APC 

(adenomatous polyposis coli) ou BRCA1 (breast cancer 1, early onset) qui sont généralement 

altérés par des délétions, des décalages du cadre de lecture ou des mutations « nonsens » (codon 

STOP) et ont donc une séquence protéique grandement modifiée. Les mutations de TP53 sont 

présentes sur l’ensemble des exons, avec une grande prédominance sur les exons 4 à 9 codant 

pour le domaine central de fixation à l’ADN. L’exon 2 (le premier exon codant situé en  

N-terminal) et l’exon 11 (le dernier exon en C-terminal) ne portent que 0,1 % des mutations de 

p53 (voir base de données IARC). Cela est surprenant car ces deux régions terminales possèdent 

des domaines régulateurs, ainsi que des modifications post-traductionnelles très importants dans 

le contrôle de l’activité de cette protéine [143]. La partie N-terminale porte par exemple le site de 

fixation de la protéine mdm2, le principal régulateur de la stabilité de p53. Les mutations 

ponctuelles de la région N-terminale ont généralement peu d’effet sur la fonction de la protéine. 

Par contre, des doubles mutants, notamment au niveau des résidus 22 et 23, entrainent une perte 

de l’activité de transactivation de la protéine [147, 148]. La partie C-terminale participe à la 

régulation négative de la fixation de p53 à l'ADN [149]. 

Le domaine central de fixation à l'ADN (DNA-binding) est la région de p53 la plus fréquemment 

mutée. Il possède une structure complexe composée de deux feuillets bêta reliés entre eux par un 

ensemble de boucles et d’hélices [150]. Ces boucles sont maintenues en place grâce à la fixation 

d’un atome de zinc, essentiel à la stabilisation de l’ensemble de la structure [151]. Dans ce 

domaine, tous les résidus ne sont pas sujets de la même façon aux mutations. Environ 30 % de 

l’ensemble des mutations concernent 6 résidus appelés « hotspots » (codons 175, 245, 248, 249, 

273, 282) [150, 152]. Ces résidus sont tous localisés dans le domaine DNA-binding et jouent un 

rôle important soit dans l’interaction p53-ADN (codons 245, 248, 273), soit dans la conformation 

de p53 (codons 175, 249, 282) (Tableau 6). 
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Codon %  mutations 
totales

%  mutations 
codon

175Arg 4,6 100
175His 4,1 89
175Cys, Gln, Gly, Leu ou Pro 0,5 11
245Gly 3,3 100
245Ser 1,7 52
245Asp 0,7 21
245Cys 0,4 12
245Ala, Arg, Asn, Gly ou Leu 0,5 15
248Arg 7,2 100
248Gln 3,6 50
248Trp 3,0 42
248Leu 0,4 5
248Gly ou Pro 0,2 3
249Arg 3,2 100
249Ser 2,2 69
249Met 0,4 12,5
249Trp 0,2 6
249Gly, Ile, Lys ou thr 0,4 12,5
273 Arg 6,8 100
273His 3,2 47
273Cys 2,6 38
273Leu 0,8 12
273Gly, Ser ou Tyr 0,2 3
282Arg 2,7 100
282Trp 2,3 86
282Gln, Gly, His, Leu ou Pro 0,4 14  

Tableau 6 : Spectre de mutation des 6 codons « hotspots » dans les cancers (d’après Vousden et Lu [153]) 

A l’exception du codon 249, les 5 autres « hotspots » ont des séquences CpG méthylées. La 

mutation de ces résidus induit une perte de la capacité de p53 à supprimer la prolifération. 

Cependant, des mutations sont aussi présentes sur d’autres sites, en particulier au niveau des 

résidus impliqués dans la fixation du zinc (codons 176, 179, 238, 242, qui représentent à eux 

quatre environ 5 % des mutations). 

Il est finalement important de noter que certaines mutations ont pour conséquence un gain de 

fonction pour la protéine p53 (ou GOF pour « Gain Of Function »). Ces mutations rendent la 

protéine p53 plus stable et/ou lui font acquérir des activités pro-oncogéniques [154-156]. 

4.2. Le cas du cancer du poumon 

Le cancer du poumon possède la plus grande fréquence de mutation du gène TP53 [157]. Cette 

fréquence est élevée à la fois pour les cancers du poumon non à petites cellules (NSCLC) et les 

cancers du poumon à petites cellules (SCLC), respectivement 50 et 70 % [158]. Concernant les 
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NSCLC, les mutations de TP53 sont plus souvent présentes dans les carcinomes à cellules 

squameuses plutôt que dans les adénocarcinomes [159]. 

Le tabagisme est le principal facteur de risque de développement d'un cancer du poumon, la 

fumée de cigarette ayant un pouvoir de mutagénèse direct sur l’ADN. Le gène TP53 est l'une de 

ces cibles de mutations [160]. Certaines caractéristiques de mutation sont propres au cancer du 

poumon. On observe, en effet, peu de mutations au niveau du codon 175 et, au contraire, un 

nombre important de mutations concentrées dans la région 151-159 avec un « hotspot » au niveau 

des codons 157 et 158 [157]. De plus, on note une augmentation de la fréquence des transversions 

G:C  T:A dans les cancers du poumon de fumeurs (33%) par rapport aux non fumeurs (15%) 

ou aux autres cancers (15%) [161, 162]. Ces transversions G:C  T:A sont situées sur les 

séquences CpG méthylées des codons « hotspots ». 

4.3. Les mutations de TP53 dans l’ADN circulant : une source de bio-marqueur 

La détection de mutations de l’ADN dans les plasmas de patients constitue une approche non 

invasive prometteuse pour le diagnostic précoce des cancers. 

L’exposition à l’alfatoxine et l’infection par le virus de l’hépatite B (HBV) sont, par exemple, des 

facteurs à risque de développement d’un HCC (hepatocellular carcinoma) [163]. L’alfatoxine est 

responsable de mutations au niveau de la Ser-249 de p53 détectables dans le plasma [164, 165], et 

peut donc constituer un bio-marqueur de diagnostic précoce des HCC [166]. 

Le benzo-pyrene, un carcinogène majeur présent dans le tabac, est impliqué dans les mutations 

des codons 157 et 158 observées dans les cancers du poumon de fumeurs [167]. La détection de 

ces mutations dans l’ADN circulant de population à risque constitue une source de diagnostic 

potentielle de cette maladie [168]. 

4.4. Les thérapies anti-p53 : un parcours semé d’embuches 

4.4.1. La restauration par thérapie génique de la fonction de p53 

La fonction de TP53 étant perdue dans de nombreux cancers, il est pertinent d’essayer de la 

restaurer en remplaçant le gène mutant par une copie sauvage fonctionnelle [152]. La restauration 

de la fonction TP53 dans les cellules tumorales pourrait ainsi bloquer le développement de la 

tumeur et sensibiliser les cellules aux stress cytotoxiques et donc améliorer la réponse 

thérapeutique. Traiter les cancers par thérapie génique nécessite une haute efficacité 

d’incorporation du gène TP53 sauvage dans les cellules tumorales in vivo. Il faut aussi une 

expression suffisante de protéine p53 fonctionnelle pour induire la suppression de la tumeur sans 
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affecter les cellules saines. Deux approches de thérapie génique ont été appliquées dans ce but 

[152]. 

La première est l’utilisation de rétrovirus qui s’intègrent sous une forme stable dans le génome 

des cellules infectées. Cette approche a été validée sur des lignées tumorales du cancer du 

poumon et sur des modèles de xénogreffe chez la souris [169-171]. Un seul essai clinique de 

phase I a été entrepris à ce jour pour démontrer la non-toxicité de cette approche pour les patients 

[172]. Cependant, l’utilisation de rétrovirus présente trois limitations majeures quant à leur 

utilisation en thérapie génique : ils peuvent induire des dommages dans le génome, leur 

utilisation nécessite de forts titres de virus et leur efficacité de transduction est relativement 

faible. 

Une seconde approche de thérapie génique du gène TP53 repose sur l’utilisation d’adénovirus. 

Des études ont montré la faible toxicité de ces virus chez l’homme [173]. De plus, puisqu’ils ne 

s’intègrent pas dans le génome, le risque de mutagénèse est grandement diminué. Plusieurs 

études cliniques ont ainsi été initiées. En ce qui concerne les cancers du poumon non à petites 

cellules, des études cliniques de phase I [174-176] et de phase II [177, 178] ont été entreprises. 

Celles-ci ont donné des premiers résultats encourageants en démontrant une non-toxicité pour les 

patients et une efficacité d’action de la restauration de p53. En Octobre 2003, l’Ad5CMV-p53 

(Gendicine) a obtenu une autorisation de mise sur le marché en Chine pour traiter les HNSCC 

(head and neck squamous cell carcinoma) et représente le premier médicament commercial de 

thérapie génique pour les cancers [179]. 

D’autres essais plus poussés sont en cours. Néanmoins, un des essais cliniques sur lequel 

reposaient beaucoup d’espoirs a été arrêté prématurément. Cet essai portait sur des patientes 

atteintes d’un cancer de l’ovaire de stade III, avec une maladie résiduelle limitée et une mutation 

du gène TP53. L’administration intrapéritonéale du virus constituait un élément favorable 

supplémentaire. L’absence d’amélioration des résultats dans le groupe ayant reçu le virus, 

associée à une morbidité non négligeable, a conduit les investigateurs à interrompre cet essai 

[180]. 

4.4.2. Les autres approches 

Des résultats expérimentaux portant sur une classe de petites molécules inhibant la liaison entre 

mdm2 et p53 ont été entrepris [181]. Il s’agit de composés imidazoline, dénommés nutlins, dont 

la propriété est de bloquer le site de fixation de mdm2 pour p53. La structure du complexe 

inhibiteur-mdm2 a été finement caractérisée par diffraction X et l’activité des molécules a été 
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démontrée in vitro et sur des modèles de tumeurs greffées [182]. Ces molécules sont utilisables 

dans le cas de cellules tumorales ayant conservé les deux gènes p53 sauvages. 

PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of massive apoptosis-1) et RITA (reactivation of 

p53 and induction of tumor cell apoptosis) sont deux petites molécules capables de réactiver les 

fonctions de p53 dans les cellules tumorales [183, 184]. 

5. p53 et les protéines sécrétées 

La protéine p53 influence aussi la sécrétion de protéines par une action transcriptionnelle ou non. 

Parmi les gènes régulés, un certain nombre code pour des protéines sécrétées. Celles-ci jouent sur 

la régulation de facteurs de croissance (Insulin-like growth factor binding protein-3 ou IGFBP3), 

l’inhibition de protéases pouvant altérer la matrice extracellulaire (Serpin B5, Plasminogen 

activator inhibitor), la modification de la matrice extracellulaire pour bloquer l’angiogenèse ou la 

migration cellulaire (Thrombospondin) [185]. L’effet transcriptionnel de p53 sur la sécrétion peut 

aussi être indirect, p53 régulant une de ses cibles transcriptionnelles qui influencera dans un 

second temps la sécrétion d’autres protéines. Un exemple marquant de ce type de régulation a été 

décrit récemment par Yu et al. [186]. Ce dernier démontre une action de p53 sur la sécrétion de 

protéines par la voie des exosomes. p53 régule directement le gène TSAP6 dont l’expression est 

suffisante pour induire la sécrétion de protéines par la voie exosomale. Cette action de p53 a été 

récemment confirmée sur un modèle in vivo de souris [187]. On peut aussi imaginer une action de 

p53 sur la sécrétion de protéines par des mécanismes indépendants de la transcription en jouant 

sur leur stabilité, leur sécrétion ou à travers une action par des microRNA (répresseurs post-

transcriptionnels) [188, 189]. En conséquence, une partie de la réponse de p53 aux stress est de 

produire des protéines sécrétées qui vont communiquer avec les cellules adjacentes dans le but de 

produire une réponse coordonnée. La protéine p53 influence aussi le micro-environnement 

tumoral à travers l’inhibition de processus tumoraux (angiogenèse, invasion) soit en induisant la 

sécrétion de protéines anti-tumorogéniques, soit en inhibant des protéines sécrétées pro-

tumorogéniques [190]. Très peu de travaux étudiant l’influence de p53 sur la sécrétion des 

protéines ont été réalisés. Une seule étude protéomique sur des cellules de gliome, a été réalisée à 

ce jour, aboutissant à l'identification de 60 protéines sécrétées [191]. 
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CHAPITRE 5 : La tumorogenèse et la modulation de l’environnement 

tumoral 

1. Introduction 

La carcinogénèse nécessite de nombreuses altérations génétiques afin de conférer aux cellules 

tumorales des avantages sélectifs de croissance [192]. La plupart des cellules tumorales accumule 

ainsi plusieurs modifications au niveau nucléotidique, génique, voire chromosomique [193]. 

Certains cancers acquièrent aussi des changements épigénétiques pouvant entrainer d’important 

effets sur l’expression des gènes [194]. 

Hanahan et Weinberg ont suggéré que la transformation d’une cellule normale en cellule 

cancéreuse nécessitait l’acquisition d’au moins six propriétés par la cellule [142] : 

• Indépendance vis à vis des signaux stimulant la prolifération, 

• Insensibilité aux signaux inhibiteurs, 

• Abolition de l’apoptose, 

• Capacité proliférative illimitée, 

• Capacité de susciter l’angiogenèse, 

• Acquisition d’un pouvoir invasif. 

L’évolution tumorale nécessite également un changement dans l’interaction des cellules 

cancéreuses entre elles et avec leur environnement. Le développement d’une lésion tumorale 

implique donc le franchissement de barrières anatomiques : invasion du tissu normal adjacent, 

migration à travers le réseau vasculaire pour coloniser des organes à distance, mais aussi la 

néovascularisation pour se développer au delà d’un certain volume. L’invasion du tissu normal 

adjacent et les métastases dans d’autres organes à distance de la lésion primitive sont les facultés 

essentielles des lésions tumorales, susceptibles de mettre en péril le pronostic vital. 

2. Invasion et métastase 

2.1. Remaniement de la matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire (MEC) correspond à l'ensemble de macromolécules extracellulaires du 

tissu conjonctif. Elle est constituée en grande partie de glycoprotéines (collagène, fibronectine, 

laminine,…), de protéines pures (élastine) et de glycosaminoglycanes / protéoglycanes. Ces 

macromolécules sont synthétisées et sécrétées par les cellules et la MEC est probablement propre 
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à chaque type tissulaire. La MEC intervient dans le soutien structural, l'adhérence, le mouvement 

et la régulation de la cellule. La MEC est un environnement dynamique qui joue un rôle clé dans 

la régulation des fonctions cellulaires durant les procédés de remodelages normaux ou 

pathologiques tels que le développement embryonnaire, la réparation des tissus, l’inflammation et 

la métastase et l’invasion tumorales. 

Le remaniement de la MEC durant la tumorogenèse nécessite l’intervention de plusieurs acteurs. 

Le premier mécanisme implique une dégradation de la MEC par l’activation de voies 

protéolytiques spécifiques. Le second repose sur une migration cellulaire sans apoptose. 

2.1.1. Les cascades protéolytiques 

Les cellules tumorales sont capables de sécréter des protéases digérant la MEC et favorisant 

l’invasion du tissu [195]. Parmi les 500 à 600 protéases contenues dans le « degradome » humain 

[196], seule une petite partie joue un rôle important dans la protéolyse de la MEC durant la 

progression du cancer [197]. 

Il existe plusieurs cascades protéolytiques associées à la dégradation de la MEC dans les cancers. 

• Le système urokinase plasminogen activator (uPA) et son récepteur (uPAR). 

• Les métalloprotéases (MMP) et leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP). 

• Les cathepsines. 

2.1.1.1. Le système uPA-uPAR 

L’uPA est une sérine protéase sécrétée sous forme de précurseur inactif (Figure 54) [195]. Ce 

dernier se fixe sur son récepteur spécifique (uPAR) le rendant ainsi plus susceptible à l’activation 

par protéolyse. C’est l’activité résiduelle de la plasmine qui est responsable de la conversion de 

pro-uPA en uPA. Par la suite, l’uPA stimulant la maturation du plasminogène en plasmine, il 

s’installe une boucle de rétro-action positive. L’uPA active aussi directement le pro-HGF 

(hepatocyte growth factor) et clive la fibronectine et son propre inhibiteur PAI1 (plasminogen 

activator inhibitor 1). Elle participe via la plasmine à l’activation des autres cascades 

protéolytiques dont celle des métalloprotéinases (MMPs). L’uPAR interagit également avec les 

intégrines soit en cis (sur la même cellule), soit plus probablement en trans (intégrines exprimées 

par une cellule adjacente) par la stimulation des voies de signalisation classiques impliquant RAS 

ou PI3K. 
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Figure 54 : La voie uPA-uPAR (d’après Rao [195]). 

2.1.1.2. Les métalloprotéases (MMPs) 

Les métalloprotéases (MMPs) font partie d’une vaste famille d’endopeptidases dirigées contre les 

différents constituants de la MEC (collagène, gélatine,...). La majorité des MMPs est sécrétée et 

se retrouve sous forme libre dans le tissu interstitiel. Quelques unes sont cependant des enzymes 

membranaires. L’activité des MMPs est régulée au niveau de l’expression génique, de 

l’activation de la forme pro-enzyme (pro-MMP) et par leurs inhibiteurs tissulaires spécifiques 

(TIMPs) [198]. Leur expression est induite par des facteurs de croissance, des cytokines, des 

promoteurs de tumeurs, des stress physiques, la transformation oncogénique et les interactions 

intercellulaires ou cellule-MEC. 

Plusieurs études réalisées sur des modèles animaux ont montré l’importance des MMPs dans la 

pathogenèse des cancers [199, 200] (Figure 55). En règle générale, les animaux ayant un gène 

MMP invalidé ou surexprimant un TIMP ont une diminution de la tumorogenèse. Des études ont 

démontré que des cellules cancéreuses injectées, par voie intraveineuse chez des souris 

déficientes en MMP-2 ou MMP-9, colonisaient moins les poumons que chez des souris sauvages 
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[201, 202]. Les MMPs régulent aussi l’angiogenèse tumorale et pourraient être impliquées dans 

le "switch" angiogénique observé lors de la néo-vascularisation des tumeurs [203]. Elles ont 

également une action croisée sur les autres voies (uPA ou cathépsines). Différentes approches 

thérapeutiques sont développées pour inhiber l’activité des MMPs. Les inhibiteurs naturels 

(TIMP1 et 2) ou synthétiques (batimastat, marimastat), la calphostine (inhibiteur de la PKC), ou 

encore des vecteurs antisens et des ribozymes se sont montrés efficaces dans des systèmes in 

vitro ou dans des modèles animaux [204]. Des facteurs de transcription, tels que p53, régulent 

aussi négativement l’expression des MMPs [205]. 

Enzymatic inhibitors (TIMP)
Inhibitors of MAPK, ERK or PKC
Inhibitors transcription factors AP-1 or NF-κB

Apoptosis

 

Figure 55 : Les MMPs favorisent le développement des cellules cancéreuses (d’après Rao [195]). 

2.1.1.3. Les cathepsines 

Les cathepsines sont des protéases à cystéine localisées dans le lysosome mais également 

sécrétées. La cathepsine B participe à la dissémination des cellules cancéreuses en dégradant les 

composés de la MEC [206] ou en activant d’autres protéases capables de le faire [207]. Les 

intégrines ont un rôle important dans l’activation de la cathepsine B [208]. Dans cette cascade 
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compliquée, la pro-cathepsine B peut être activée par la cathepsine D, l’elastase, la cathepsine G, 

l’uPA ou le tPA (Figure 56). 

 

Figure 56 : La cascade protéolytique de la cathepsine B (d’après Rao [195]). 

La cathepsine B a un rôle actif dans l’initiation de la cascade protéolytique impliquant uPA, le 

plasminogène et la plasmine, et il active le TGF-β latent [209]. Elle peut aussi activer directement 

les MMPs [210] ou détruire leurs inhibiteurs TIMP1 et 2 [211]. 

Les différentes cascades protéolytiques sont donc connectées entre elles. La plasmine participe à 

la conversion des pro-MMPs en MMPs. La cathepsine B sécrétée sous forme de précurseur activé 

par la cathepsine D ou le tPA, agit sur la conversion du pro-uPA en uPA mais aussi sur 

l’activation des pro-MMPs. 

2.1.2. Les mécanismes d’invasion sans protéolyse 

Même si les différentes cascades protéolytiques dégradant la MEC sont inactivées, les cellules 

tumorales conservent une capacité de migration. Celle-ci se fait par mouvements amiboïdes et 

implique une régulation très fine du cytosquelette (notamment des fibres d’actine) et 

l’attachement à des éléments extracellulaires. La voie de régulation la plus importante met en jeu 

la tyrosine-kinase FAK (focal adhesion kinase), un élément central des complexes d’adhérence. 
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Cette kinase est activée par des intégrines, des facteurs de croissances et des hormones. Les 

cellules, dont le gène FAK est invalidé, ont une capacité de migration très fortement diminuée in 

vitro [212]. 

2.2. La transition épithélio-mésenchymateuse 

L’acquisition de propriétés invasives et migratoires par les cellules épithéliales transformées 

s’accompagne de changements morphologiques caractéristiques. Ce changement phénotypique 

est appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et reproduit un mécanisme physiologique 

qui a normalement lieu durant l’embryogénèse. La TEM se manifeste par un changement 

d’expression des molécules d’adhérence, incluant la perte de l’adhérence cellule-cellule due à 

l’E-cadhérine et l’expression de protéines mésothéliales telles que la vimentine ou la N-cadhérine 

[213]. La perte d’E-cadhérine favorise le détachement des cellules tumorales et la N-cadhérine 

facilite la mobilité et migration cellulaire (Figure 57). Les membres de la famille TGFβ sont 

impliqués dans la diminution d’expression de l’E-cadhérine, par l’activation de la voie Raf-Mek-

Erk et PI3K (probablement via Ras), afin d’induire les répresseurs ou activateurs nécessaires à la 

TEM [214]. L’activation de NF-κB a un effet anti-apoptotique mais induit aussi l’expression de 

la vimentine et de la tenascine pour  favoriser la TEM [215, 216]. 

NF-kB

Tenascine

p53

N-cadhérine

TGF-β

Ras

Raf-Mek-Erk

SNAIL

PI3k

Invasion
Métastase
Angiogénèse

Vimentine

Epithélium polarisé

E-cadhérine

TEM

p53  

Figure 57 : La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) durant la tumorogenèse. 

Exemples de 2 voies impliquant les protéines TGFβ (bas, gauche) et NF-κB (bas, droite) 
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2.3. Les régulateurs de la métastase 

Différents gènes peuvent augmenter le potentiel métastatique de la cellule. 

L’ostéopontine, phosphoprotéine sécrétée, a un niveau d’expression systématiquement corrélé 

avec le caractère métastatique [217]. Elle se lie notamment aux CD44 et intégrines, deux classes 

de protéines impliquées dans le processus métastatique. 

Les récepteurs aux chémokines (par exemple CXCR4 - CXCL12) sont exprimés par les cellules 

cancéreuses [218]. Ils sont normalement impliqués dans les processus chimiotactiques permettant 

aux leucocytes de cibler des organes précis. La forte expression de chémokines dans certains 

tissus (os, poumon), combinée à l’expression de leurs récepteurs à la surface des cellules 

cancéreuses, constitue un mécanisme d’attraction de cs cellules vers des organes cibles. 

Les gènes suppresseurs de métastase sont peu nombreux. Nous pouvons notamment citer  

BRMS-1, E-cadhérine et KAI-1. 

3. La néo-angiogenèse et la progression tumorale 

Les tumeurs peuvent rester pendant des années dans une phase dite de « dormance ». 

L’acquisition de la capacité à générer des néo-vaisseaux est une étape clé du développement 

tumoral appelée "switch" angiogénique. Le micro-environnement tumoral régule ce "switch" 

angiogénique de façon plus ou moins précoce selon les types de cancers [219, 220]. 

Le remaniement de la MEC est l’étape incontournable du processus angiogénique. Il implique la 

sécrétion d’effecteurs par les cellules tumorales et stromales telles que des protéases de 

dégradation de la MEC (MMPs) ou des facteurs de croissance de prolifération des cellules 

endothéliales (VEGF, bFGF, PDGF) (Figure 58). Certains facteurs de croissance sont liés à la 

MEC et donc libérés lors de sa dégradation pour accentuer l’angiogenèse. D’autres composés 

libérés lors de la dégradation de la MEC peuvent exercer une action stimulatrice ou inhibitrice. 

Ainsi des fragments de collagène XV (endostatine) ou de collagène IV (arrestine, tumstatine, 

canstatine) font partie des plus puissants inhibiteurs de prolifération et de migration des cellules 

endothéliales. 
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Figure 58 : Les acteurs de l’environnement tumoral impliqués dans la néo-angiogenèse (d’après Ferrara et al. 
[221]). 

Des médiateurs directs et indirects de l’angiogenèse peuvent être distingués. 

Les médiateurs directs incluent des facteurs de croissance plus ou moins spécifiques des cellules 

endothéliales : VEGF (Vascular endothelial growth factor A à E), bFGF (basic fibroblast growth 

factor), PDGF (platelet-derived growth factor), PlGF (placental growth factor), TGFα 

(transforming growth factor alpha) mais aussi des chimiokines, TNFα (tumour necrosis factor 

alpha), IL-8 et les angiopoïétines. Des inhibiteurs, tels que les thrombospondines (TSP1 et 2) ou 

les statines, s’opposent à l’action de ces effecteurs directs de l’angiogenèse. 

Des médiateurs ayant un rôle indirect sur l’angiogenèse ont également été décrits. Quelques 

exemples, ainsi que leurs modes d’action sont présentés Tableau 7. 

Protéines Modes d'actions
KRAS, HRAS Stimulation de VEGF, Inhibition de TSP1

ERBB2 Stimulation de VEGF
EGFR Stimulation de VEGF, bFGF, IL8
FOS Augmentation de l'expression de VEGF

HPV-16 Stimulation de la sécrétion de VEGF et IFNa
BCL2 Stimulation de VEGF
TP53 Activation de la transcription de TSP1  

Tableau 7 : Les effecteurs indirects de l’angiogenèse. 
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4. La sénescence 

Le terme « sénescence » caractérise l’arrêt irréversible des cellules dans leur cycle cellulaire 

[222]. Les cellules sénescentes s’arrêtent en phase G1/G0 et ne sont plus capables de rentrer en 

phase S en réponse à des mitogènes [223]. Les cellules sénescentes restent viables et 

métaboliquement actives pendant une longue période [224] et deviennent résistantes à l’apoptose 

[225]. Différentes voies sont capables d’induire la sénescence cellulaire. 

4.1. La voie p53-p21 

Le rôle joué par p53 dans la sénescence a été établi par plusieurs études [226, 227]. La protéine 

p21, une cible transcriptionnelle de p53, est responsable de l’arrêt du cycle cellulaire [228]. La 

surexpression de p21 est capable d’induire la sénescence chez de nombreuses cellules [229, 230], 

alors que la délétion de p21 l’empêche [231]. La protéine p53 peut aussi agir par une voie 

indépendante de p21 [222]. 

4.2. La communication SMS des cellules (Senescence-Messaging Secretome) 

La sénescence cellulaire s’accompagne de changements significatifs au niveau des facteurs 

associés à la MEC [232]. Par exemple, l’expression des protéines sécrétées IGF1 (Insuline 

Growth factor 1) [233], IGFBP3 (IGF binding protein 3) [234], PAI1 (Plasminogen Activator 

Inhibitor 1) [235], plasmine, Wnt, TGFβ, ou des interleukines est modifiée durant la sénescence. 

Ces facteurs permettent aux cellules de communiquer entre elles et sont regroupés sous le nom 

« SMS » (Senescence-Messaging Secretome) par Kuiman et Peeper [236] (Figure 59). 

 

Figure 59 : Les facteurs du SMS (Senescence-Messaging Secretome) qui contribuent à l’induction et la 
maintenance de la sénescence (d’après Kuilman et Peeper [236]). 
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Les IGFBPs jouent un rôle dans l’induction de la sénescence par la séquestration des IGFs et 

donc la suppression de leur signalisation [237]. IGFBP3, une cible transcriptionnelle de p53, est 

associée à la sénescence [234]. IGFBP7 peut déclencher la sénescence en affectant la voie des 

Erk (MAPK) [238]. 

PAI1, un régulateur de la MEC, est généralement surexprimé par les cellules sénescentes [235]. 

PAI1 est modulé par p53 et inhibe les deux activateurs du plasminogène tPA et uPA. Il empêche 

ainsi la dégradation de la MEC et la libération de facteurs de croissance nécessaires à la 

prolifération. 

 

L’ensemble des processus impliqués dans la tumorogenèse (métastase, invasion, angiogenèse, 

TEM, sénescence,…) nécessite l’intervention d’un certain nombre de facteurs sécrétés. Mieux 

comprendre ces phénomènes est primordial et des approches de type secretome peuvent être très 

utiles. 

                                                                        - 118 -



Etude bibliographique 
 

 

CHAPITRE 6 : Le secretome 

Ce chapitre s’appuie essentiellement sur la revue publiée en 2008 par notre équipe dans la revue 

de médecine interne [239]. 

1. Définitions 

La sécrétomique est la science permettant l’étude globale des protéines sécrétées (secretome) par 

une cellule, un tissu ou un organisme à un instant donné et sous certaines conditions. De façon 

plus cadrée, le secretome est défini comme le sous-protéome correspondant à l’ensemble des 

protéines retrouvées dans le milieu conditionné de cellules en culture [240]. 

Ce terme a été employé pour la première fois en 2000 par Tjalsma et son équipe lors d’une étude 

des protéines sécrétées par la bactérie Bacillus Subtilis [241], puis repris par la suite dans des 

études sur les cellules eucaryotes [240, 242]. 

Ces protéines sont des molécules actives, impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques, et indispensables à la communication des cellules avec leur environnement. 

Certaines sont des hormones également utilisées comme agents thérapeutiques, comme par 

exemple l’insuline. Le secretome reflète aussi l’état fonctionnel d’une cellule dans des 

circonstances données. En effet, une cellule peut sécréter des protéines différentes (ou en 

proportions différentes) en fonction des stimuli et des messages qu’elle reçoit. Par exemple, les 

lymphocytes B sécrètent une grande variété d’immunoglobulines (IgM, IgG, IgA) dépendant de 

l’antigène ou des stimuli extérieurs [243]. Les protéines sécrétées jouent donc un rôle crucial 

dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques et cela en fait une source 

potentielle idéale pour la recherche de cibles thérapeutiques ou de candidats bio marqueurs de 

nombreuses maladies tels que les cancers. Chez les organismes supérieurs, la sécrétion des 

protéines est un processus relativement complexe et extrêmement contrôlé faisant intervenir 

différentes voies. 

2. Les différentes voies de sécrétion 

Les protéines sont sécrétées par la cellule selon 3 grandes voies : (Figure 60) [240]. 

• la voie de sécrétion classique 

• la voie de sécrétion non-classique 

• le relargage par des exosomes  
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Figure 60 : Les différentes voies de sécrétion de protéines par la cellule. 
D’après Chenau et al. Revue de Médecine Interne, 2008 [239]. 

Les protéines sécrétées par la voie classique possèdent un peptide signal à leur extrémité  

N-terminale de 15 à 30 acides aminés les ciblant comme devant être sécrétées. Ce peptide signal 

dirige la protéine à travers le réticulum endoplasmique, puis il est clivé. La protéine mature est 

alors transportée à travers l’appareil de Golgi, puis jusqu’à la membrane plasmique dans des 

vésicules. Ces dernières fusionnent avec la membrane et permettent ainsi le relargage par 

exocytose des protéines sous forme soluble dans le milieu extracellulaire. 

Les protéines sécrétées selon la voie non-classique ne possèdent pas de peptide signal et sont 

ainsi sécrétées par différents mécanismes ne faisant intervenir ni le réticulum, ni l'appareil de 

Golgi. Des protéines peuvent être sécrétées par l’intermédiaire de transporteurs membranaires  

(ex : FGF-1 et -2), par le recyclage de vésicules endosomales préexistantes suivie d’une 

exocytose classique (ex : IL-1 bêta, HMGB1), ou par un mécanisme de flip-flop c'est-à-dire une 

translocation de protéines de la couche interne de la membrane plasmique à la couche externe  

(ex : HASPB) [244]. 

La troisième voie de sécrétion correspond au relargage de protéines contenues dans des 

exosomes. Cette voie des exosomes correspond à l’exocytose de vésicules membranaires qui 

contiennent des protéines exprimées de façon ubiquitaire telles que des enzymes du métabolisme, 

des protéines du cytosquelette ou des protéines chaperones [245]. 
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3. Les méthodes d’analyse du secretome 

3.1. Analyse indirecte in silico 

La bioinformatique, grâce à la comparaison de séquences et la recherche de la présence du 

peptide signal, permet de prédire les protéines potentiellement sécrétées par les cellules. Les 

logiciels SignalP [246] et SecretomeP [247, 248] permettent de rechercher respectivement les 

protéines sécrétées selon les voies classiques (via la recherche de la présence du peptide signal) et 

non-classiques. Il n’existe actuellement aucun moyen de prédire les protéines sécrétées par la 

voie des exosomes. 

D’autres approches reposant sur la comparaison de séquences à des séquences références de 

protéines connues comme sécrétées sont aussi utilisées grâce à des logiciels d’alignement comme 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [249]. Klee et al. ont ainsi reconstitué le secretome 

prédictif humain, porcin et du poisson Fugu en associant l'analyse BLAST et l'identification des 

peptides signaux [250]. 

Ces analyses prédictives permettent de générer rapidement une liste de protéines potentiellement 

sécrétées par un tissu ou par un organisme. Néanmoins, ces données ne restent que prédictives et 

peuvent contenir un taux important de faux-positifs ou faux-négatifs. 

3.2. Analyse directe par protéomique 

Le secretome, de par sa nature, représente une source d’échantillon idéale pour être analysé en 

protéomique. C’est un sous-protéome, donc une fraction des protéines de la cellule bien moins 

complexe qu’un lysat cellulaire total. De plus, les protéines sécrétées sont, par définition, 

solubles, évitant ainsi les risques de précipitation souvent rencontrés avec d’autres types 

d’échantillons (protéines membranaires, nucléaires,…). Ces études protéomiques nécessitent 

néanmoins des adaptations. Les cellules doivent être cultivées en milieu conditionné en absence 

de sérum de veau fœtal afin de ne pas contaminer les protéines sécrétées par des protéines 

sériques. La préparation de l’échantillon protéique est aussi une étape cruciale. Les protéines 

doivent, par exemple, être généralement concentrées avant de pouvoir être étudiées. 

Tout le panel des techniques protéomiques peut être utilisé pour l’analyse du secretome, que ce 

soient les approches de types PMF ou shotguns. Un grand intérêt est également porté sur 

l’analyse différentielle des secretomes, de nombreux processus pathologiques étant connus pour 

modifier la sécrétion de protéines. Ainsi, des études différentielles utilisant des approches DIGE 

[240], SILAC [251], ICAT [252] ou iTRAQ [253] ont récemment été utilisées avec succès. 
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4. Intérêts du secretome 

L’étude du secretome permet de mieux comprendre les processus moléculaires impliqués dans 

certains états pathologiques. Au niveau des tumeurs, une cellule tumorale présente des 

modifications de son activité et de son métabolisme, responsables d’une variation de la sécrétion 

de certaines protéines. Ces variations induisent des changements d’interactions des cellules 

tumorales avec leur microenvironnement par l’activation de certains processus de tumorogenèse 

tels que l’invasion / métastase, la néo-angiogenèse ou la survie cellulaire [191]. L’analyse du 

secretome peut ainsi permettre de mieux appréhender de tels processus et ainsi donner des pistes 

en vue de la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. 

La recherche de nouveaux bio-marqueurs sériques de maladies reste un challenge primordial. 

Cependant la découverte de telles molécules directement dans le sérum est très difficile de part la 

nature très complexe de ce fluide (estimée à environ 10000 protéines) et la très large gamme 

dynamique de concentrations des protéines (du mg/mL pour l’albumine au pg/mL pour les 

interleukines) [254]. En conséquence, l’analyse du secretome représente une alternative 

séduisante, les protéines sécrétées par une cellule ou un tissu étant généralement retrouvées dans 

le sang. Les tumeurs de la prostate sécrètent par exemple en abondance la protéine PSA (Prostate 

Specific Antigen ou Kallikrein-3). Les différences d’expression de cette protéine sont détectées 

dans le sérum et utilisées comme critère pour le diagnostic de ce cancer [255]. L’analyse 

différentielle de l’ensemble des protéines sécrétées par des tissus sains versus pathologiques, 

grâce aux techniques précédemment citées, représente donc une approche puissante pour la 

découverte de nouveaux candidats bio marqueurs pour le diagnostic précoce de pathologies 

[256]. 

Cependant, à ce jour, les différentes études ont été menées in vitro sur des systèmes de cultures 

cellulaires assez éloignés des conditions physiologiques réelles. Cela soulève la question de 

savoir si ces protéines sont réellement sécrétées in vivo. Peu d’études in vivo du secretome ont été 

conduites [257] de part la difficulté à extraire et préparer un tel échantillon. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL ET CHOIX METHODOLOGIQUES 

Les interactions entre les cellules tumorales et leur environnement jouent un rôle majeur dans le 

développement de la tumeur, son maintien, sa progression, l’invasion et la néo-angiogenèse. Ces 

évènements nécessitent une modification de la communication intercellulaire initiée notamment 

par une modulation des protéines libérées par les cellules tumorales [142]. Une meilleure 

connaissance de ces facteurs est indispensable car ils représentent des cibles thérapeutiques et 

diagnostiques potentielles. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés au cancer du 

poumon. Celui-ci est un véritable problème de santé publique et la première cause de mortalité 

due à un cancer dans le monde. La protéine p53 est un « suppresseur de tumeur » majeur très 

fréquemment muté dans les cancers. Le cancer du poumon présente la plus grande fréquence de 

mutation (TP53 muté dans 50 à 70 % des cas) [143, 144]. Le rôle clé de p53 dans la défense anti-

tumorale, couplé à sa fonction de facteur de transcription font de sa mutation une modification 

majeure pour la cellule, entraînant une dérégulation directe et indirecte de l'expression d'un grand 

nombre de protéines. Certaines de ces protéines sont libérées dans le milieu extracellulaire et leur 

modulation contribue au changement d'interaction des cellules tumorales avec leur 

environnement. Paradoxalement, cette influence de p53 a été relativement peu étudiée. 

Dans ce travail, nous nous proposons d'étudier l'influence de p53 sur la libération de protéines par 

des cellules du cancer du poumon. Cette étude est faite sans à priori quant à la découverte des 

cibles protéiques d'intérêt. Un procédé d'analyse protéomique différentielle robuste et adéquat a 

donc été établi et validé. Dans un second temps, ces protéines sont recherchées dans un modèle in 

vivo pour évaluer l’utilisation du secretome comme source potentielle de marqueurs tumoraux. 

Dans la première partie de ce travail, nous avons étudié une technologie innovante de 

fractionnement, l’isoélectrofocalisation en solution OFFGEL, dans le but de valider son 

utilisation pour l’analyse des peptides trypsiques d'échantillons complexes (secretome et plasma 

humain). Sa compatibilité avec la méthode de marquage iTRAQ a également été observée. 

Dans la seconde partie, nous avons mis en place un procédé d’analyse protéomique permettant 

d’étudier l’influence de p53 sur la libération de protéines par la lignée H358 (adénocarcinome de 

cancer du poumon non à petites cellules). L’expression conditionnelle de p53 sauvage donne des 

secretomes différents qui sont comparés par analyse différentielle iTRAQ. Les résultats obtenus 

in vitro sont confrontés à un modèle in vivo de xénogreffe tumorale chez la souris. Ce modèle 

permettra de mettre en valeur l’expression des protéines d’intérêt au niveau de la tumeur et leur 

diffusion éventuelle dans le fluide sanguin. 
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La dernière partie de ce travail est une étude préliminaire visant à évaluer l’intérêt des modèles 

« secretome » dans la recherche de bio-marqueurs potentiels. Dans ce but, un faible panel de 

prélèvements de patients a été analysé. 
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Première partie : 
Développement et validation de la technologie OFFGEL 

pour la séparation de mélanges peptidiques complexes et 

compatibilité avec le marquage iTRAQ. 
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RESULTATS 

CHAPITRE 1 : Développement et validation de  la  technologie OFFGEL 

pour  la  séparation  de  mélanges  peptidiques  complexes  et 

compatibilité avec le marquage iTRAQ. 

1. Problématique et objectifs du travail 

Les échantillons biologiques eucaryotes (extraits cellulaires, tissulaires ou fluides biologiques) 

possèdent un protéome très complexe, ainsi qu’une gamme dynamique de concentration 

protéique très large. Leur analyse en protéomique nécessite donc la mise en place préalable de 

techniques efficaces de décomplexification de l’échantillon. 

Pour les analyses protéomiques de type LC-MS/MS, le procédé standard de fractionnement d'un 

mélange peptidique complexe consiste à combiner deux séparations chromatographiques 

d'affinité différente. Les deux types de colonnes communément utilisées sont les SCX (Strong 

Cation eXchange) et les RP (Reverse Phase) qui séparent les peptides respectivement selon leur 

charge (affinité pour les cations) et leur hydrophobicité. 

Bien que ce procédé d'analyse ait fait ses preuves, l’étape de chromatographie SCX possède 

quelques limitations quant à son utilisation en protéomique. Les colonnes SCX utilisées 

(colonnes capillaires de faible diamètre interne) ont une capacité de chargement insuffisante. De 

plus, l'élution des peptides de ces colonnes par gradients de sels n'est pas idéale. La quantité de 

peptides disponible dans chaque fraction à l'issue de cette première séparation, ainsi que la 

composition du tampon dans lequel ils se trouvent sont deux paramètres importants à prendre en 

compte pour obtenir une qualité d'analyse optimale lors des étapes ultérieures (séparation en 

phase inverse et analyse en masse). Enfin, les profils d’élution de ces colonnes présentent 

généralement une mauvaise répartition de la séparation des peptides. La majorité des peptides ont 

des paramètres de rétention sur SCX relativement proches, le fractionnement est donc réparti sur 

un nombre réduit de fractions éluées (inférieur à 10). Ce pouvoir séparateur est insuffisant pour 

décomplexifier de façon satisfaisante des mélanges peptidiques complexes. 

L'approche OFFGEL représente une alternative séduisante à la chromatographie SCX. 
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Notre travail s'est axé sur la question suivante : 

« Le fractionnement OFFGEL est-il une approche efficace pour la séparation de mélanges 

peptidiques eucaryotes complexes et est-il compatible avec la technologie de marquage 

isotopique iTRAQ ? » 

Pour répondre à cette question nous avons utilisé deux types d'échantillons protéiques complexes 

(secretome et plasma) et étudié les profils de séparation obtenus après leur fractionnement par 

OFFGEL. La compréhension de ces profils expérimentaux complétée par des informations issues 

d'un modèle théorique nous permettra d'évaluer l'efficacité de séparation de l'approche OFFGEL 

et de l'intégrer ou non à notre procédé d'analyse de protéomes complexes. 

2. Moyens mis en œuvre 

Nous avons choisi pour cette étude deux types d’échantillons protéiques complexes : le secretome 

de la lignée cellulaire H358 et un pool de plasma sain (plasma CQI issu de la plate-forme 

protéomique de Dijon). 

L’analyse de l'échantillon secretome permettra de valider la méthode OFFGEL pour l'étude 

ultérieure des protéines sécrétées influencées par p53. 

Le choix du plasma découle du fait qu'il s'agit du fluide biologique le plus complexe en termes de 

nombre de protéines et de gamme dynamique de concentration. En effet, le nombre de protéines 

retrouvées dans le plasma est estimé à plus de 10000 [258]. L’HUPO a initié le projet PPP 

(Plasma Proteome Project) qui référençait, en 2005, 3020 protéines [259] dont 697 validées avec 

une très haute confiance [260]. De plus, les études de protéomes plasmatiques constituent une 

thématique d'intérêt au laboratoire. 

Après digestion des protéines par la trypsine, les peptides sont fractionnés par 

isoélectrofocalisation en solution grâce à l'OFFGEL Fractionator 3100 d'Agilent. Cette séparation 

se fait le long d'une strip IPG de 24 cm possédant une gamme linéaire de pH allant de 3 à 10. Elle 

permet de répartir l'ensemble des peptides du mélange en 24 fractions liquides différentes 

(gamme de 0.33 unités de pH par fraction). A l'issue de la focalisation, chacune des 24 fractions 

est collectée. L'analyse du contenu peptidique des fractions est faite par LC-MS/MS : séparation 

par nano-chromatographie en phase-inverse (RP-LC) et caractérisation des séquences peptidiques 

par MALDI-TOF/TOF. L'évaluation de la qualité de séparation des peptides est réalisée par 

analyse informatique. Celle-ci repose sur l'étude des séquences des peptides identifiés pour 

chaque fraction et la compréhension des profils de répartition obtenus. L'utilisation du logiciel 
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"Compute pI/MW" (http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html) permet de calculer le pI théorique 

attendu pour chaque peptide identifié. 

Un modèle algorithmique a aussi été développé pour expliquer les profils expérimentaux obtenus. 

Ce modèle repose sur la génération de l'ensemble des peptides théoriques possibles répondant aux 

critères suivants : peptides comprenant entre 0 et 6 acides aminés parmi ceux ayant une chaîne 

latérale contribuant au calcul du pI (Asp, Glu, Arg, Lys, His, Tyr). 

3. Résultats 

Ces travaux sont présentés dans l'article suivant : 

Peptides OFFGEL electrophoresis: a suitable pre-analytical step for complex eukaryotic 

samples fractionation compatible with quantitative iTRAQ labelling. 

Jérôme Chenau, Sylvie Michelland, Jonathan Sidibé and Michel Seve. 

Cet article a été publié dans le journal Proteome Science (Proteome Science 2008, 6:9). 

Résumé des principaux résultats : 

Les peptides issus du secretome et du plasma possèdent un pI moyen par fraction concordant 

avec les pI théoriques attendus (Figure 1 de l’article). 

L'OFFGEL présente une bonne qualité de séparation des peptides. Celle-ci est évaluée en 

étudiant la répartition d'un peptide unique dans des fractions OFFGEL successives. En ce qui 

concerne le secretome, 76,9 % des peptides sont focalisés dans une fraction unique et 93,7 % 

dans une ou deux fractions successives. Pour le plasma, 62,6 % des peptides sont focalisés dans 

une fraction unique et 81,5 % dans une ou deux fractions successives (Figure 2 et Table 1 de 

l’article). 

La répartition des peptides n'est pas homogène le long de la gamme de pH de la strip (Figure 3 de 

l’article). Ce phénomène est à corréler avec les résultats issus de notre modèle algorithmique 

montrant que certaines valeurs de pI sont plus probables que d'autres (Figure 5 de l’article). 

La répartition des peptides le long de la gamme de pH de la strip est en adéquation avec leur 

composition en acides aminés. Les peptides des fractions de pH acide sont, par exemple, riches 

en acides aminés à chaîne latérale acide (Glutamate et Aspartate) au contraire des fractions de pH 

plus basique (Figure 4 de l’article). 

Le marquage iTRAQ ne perturbe pas la focalisation lors de la séparation OFFGEL (Table 2 de 

l’article). 
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4. Conclusion 

Notre étude démontre l'efficacité de l'approche OFFGEL comme première étape de séparation 

d'un mélange complexe de peptides issus d'échantillons eucaryotes (secretome et plasma), en vue 

de leur analyse ultérieure en LC-MS/MS. 

L'OFFGEL est compatible avec la technique de marquage isotopique iTRAQ et peut donc être 

utilisé dans des protocoles d'analyse différentielle. 

Ces résultats font de l'OFFGEL une technique de décomplexification de choix à intégrer dans 

notre procédé d'analyse protéomique. Cette approche, de par sa compatibilité avec l'iTRAQ, sera 

très utile pour l'étude différentielle des protéines sécrétées par des cellules du cancer du poumon 

en fonction du statut p53. 

5. Publication I 
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Abstract
Background: The proteomes of mammalian biological fluids, cells and tissues are complex and
composed of proteins with a wide dynamic range. The effective way to overcome the complexity
of these proteomes is to combine several fractionation steps. OFFGEL fractionation, recently
developed by Agilent Technologies, provides the ability to pre-fractionate peptides into discrete
liquid fractions and demonstrated high efficiency and repeatability necessary for the analysis of such
complex proteomes.

Results: We evaluated OFFGEL fractionator technology to separate peptides from two complex
proteomes, human secretome and human plasma, using a 24-wells device encompassing the pH
range 3–10. In combination with reverse phase liquid chromatography, peptides from these two
samples were separated and identified by MALDI TOF-TOF. The repartition profiles of the
peptides in the different fractions were analyzed and explained by their content in charged amino
acids using an algorithmic model based on the possible combinations of amino acids. We also
demonstrated for the first time the compatibility of OFFGEL separation technology with the
quantitative proteomic labeling technique iTRAQ allowing inclusion of this technique in complex
samples comparative proteomic workflow.

Conclusion: The reported data showed that OFFGEL system provides a highly valuable tool to
fractionate peptides from complex eukaryotic proteomes (plasma and secretome) and is
compatible with iTRAQ labeling quantitative studies. We therefore consider peptides OFFGEL
fractionation as an effective addition to our strategy and an important system for quantitative
proteomics studies.

Background
The proteomes of mammalian cells, tissues and body flu-
ids are complex and display a wide dynamic range of pro-
teins concentration. In order to overcome the human

proteome complexity and determine the proteome con-
tent, it is necessary to use sample fractionation steps.
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The recent introduction of commercially available OFF-
GEL fractionator system by Agilent Technologies, pro-
vides an efficient and reproducible separation technique
[1,2]. This separation is based on immobilized pH gradi-
ent (IPG) strips and permits to separate peptides and pro-
teins according to their isoelectric point (pI), but is
realized in solution [1,3]. Therefore, its micropreparative
scale provides fraction volumes large enough to perform
subsequent analyses as reverse phase (RP) – liquid chro-
matography (LC) – MALDI MS/MS.

The secretome, first introduced by Tjalsma et al in 2000,
describes the global study of secreted proteins by a cell,
tissue or organism at any given time or under certain con-
ditions [4,5]. Secretome is the origin of circulating pro-
teins in the body and a very promising source for
discovery of new biomarkers candidates. Human plasma
is the most complex body fluid and contains a large
number of proteins with a dynamic range of at least 9–10
orders of magnitude [6]. This complexity is a problem for
proteomic analysis and it is necessary to develop efficient
separation techniques to determine its precise protein
composition.

In this study, we applied OFFGEL fractionation in combi-
nation with RP LC-MALDI MS/MS analysis to separate
peptides of complex samples as secretome and plasma
and we analyzed and explained the specific repartition
profiles obtained. We also evaluated the efficiency of OFF-
GEL fractionation with peptides previously labeled by the
isobaric amine-specific tags used in recently developed
iTRAQ™ (isobaric tags for relative and absolute quantifica-
tion) technology [7]. The validation of OFFGEL electro-
phoresis on separation of eukaryote tryptic digests will
permit to include it in proteomic workflow of complex
samples.

Results and discussion
The OFFGEL fractionator system was used in order to sep-
arate secretome and depleted plasma peptides according
to their pI using a 24-wells device encompassing the pH
range 3–10. The peptides are recovered in liquid phase,
which is much more convenient for the others subsequent
separation experiments like liquid chromatography.
Expected pH ranges by fraction were calculated according
to the IPG strip supplier data and the fractions size (Table
1). The attempted resolution was at least 0.3 pH units [1].
The average experimental pI for each fraction was com-
puted from the peptides lists after filtering for false posi-
tives and replicates (Figure 1A and Table 1). Experimental
pI values were globally similar for both secretome and
plasma samples. The average experimental pI deviated
from the average theoretical pI values with an average
error of 6.36% for plasma and 6.69% for secretome. Error
was < 6% in fractions 3–11 (pH 4.0–6.1) and was > 10%

in fractions 14–17 (pH 6.8–7.7) (Figure 1B). The
observed error increase was correlated with the low
number of peptides found in this pH range and previously
reported by Horth et al [2]. Standard deviations were weak
for fractions 1–9 (pH 3.5–5.5) and relatively high for frac-
tions 18–24 (pH 7.81–9.65). Globally, standard devia-
tion increased from the neutral pH region to the basic pH
region. This increase is correlated with the focalization
level assessed by the ratio of unique peptides/total pep-
tides, smaller for fractions in neutral and basic pH regions.
Indeed, the most unique peptides to each fraction were
found in fractions 2–5 (pH 3.6–4.7). This is in agreement
with previously published studies reported that unique
peptides to each fraction are more found in acidic region
rather than neutral and basic regions [2,8-10]. The OFF-
GEL good quality separation can be validated looking at
the number of unique peptides, identified only in a single
fraction. 62.6% and 76.9% of peptides were found in a
single fraction in plasma and secretome samples respec-
tively (Figure 2). We observed that 81.5% and 93.7% of
peptides were found in one or two fractions in plasma and
secretome samples respectively. This result correlates with
the findings of Hörth et al, who found that 74% of tryptic
peptides of E. Coli focus in one well and 90% focus in two
wells [2]. On the other hand, the worst separated peptide
is found in 15 distinct fractions for plasma sample and in
8 distinct fractions for secretome sample. Although
plasma sample has been depleted before OFFGEL frac-
tionation, the sample remained complex because of the
large dynamic range of protein concentration and the dif-
ficulty to remove the totality of the higher abundant pro-
teins.

Peptides were unevenly distributed along the IPG strip
scale (Figure 3A and 3B). Gaps were observed in fractions
6–7 (pH 4.66–5.19), 14 (pH 6.76–7.03) and 17–19 (pH
7.55–8.34). To more understand the factors determining
peptides pI distribution, we digested in silico the 9504
plasma proteins identified from the Human Plasma
Project [11] and calculated the pI distribution of the
14800 resulting peptides, after elimination of replicate
peptides. Interestingly, graphical representation of the pI
distribution of these peptides fits fairly with those
obtained from our experimental data (Figure 3C). Gaps
were found at fractions 7 and 15–17. For gaps in neutral
and basic region, in silico distribution is slightly shifted
on the left and could be explained by trypsin miss-cleav-
ages in experimental data. These results correspond to
Hörth's study using OFFGEL fractionation of total E.Coli
peptides [2] and to theoretical results of Lam et al [12]. So
the repartition across the OFFGEL IPG strip of proteome
tryptic digest is not dependent on the sample nature or
organism (eukaryote or prokaryote). Some molecular
considerations have been introduced to explain the une-
venly distribution of peptides. We calculated the average
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number of each amino acid by peptide and by fraction.
We then focused on the 7 charged amino acids aspartate
(D), glutamate (E), arginine (R), lysine (K), histidine (H),
tyrosine (Y), cysteine (C) which mainly contribute to the
overall charge of the peptides and used for the theoretical
calculation of their pI [13]. As expected, the number of
acidic amino acids D and E by peptide globally decreases
from acidic to basic fractions (Figure 4A). Acidic peptides
(Fraction 1–3) have an average of 2 D or E amino acids
while basic peptides have less than 0.2 acidic amino acid.
The number of the basic amino acids R and K is globally
constant in each fraction, explained by the action of
trypsin, cutting proteins after these residues. Expecting no
miss-cleavage, each peptide should contain an arginine or
a lysine residue at the c-terminus. Arginine is more fre-
quently observed: 80% versus 20% of the peptides con-
taining a lysine residue. In our experimental conditions,

cysteine residues do not contribute to the charge of the
peptides as they were reduced and alkylated prior the
OFFGEL separation. However, cysteine repartition is not
homogenous along the strip with less cysteine in the pep-
tides migrating in fractions 6 to 8, which contain a weak
number of peptides (Figure 4B). Conversely, fractions 19
and 20 which are also low abundant fractions have pep-
tides with a high content in cysteine residues. Tyrosine is
present in all fractions but is more abundant in the basic
fractions because of its basic side-chain. Histidine is
present mainly in two regions: fractions 6–9 and 15–18. It
is also important to note that the mean size of the pep-
tides decreases from 15 amino acids in acidic fractions to
10 amino acids in basic fractions.

We built a calculated model of the OFFGEL peptide sepa-
ration based on the generation of all possible peptides
containing a combination of 6 amino acids out of the 6
charged amino acids contributing to the pI calculation (D,
E, R, K, H, Y) with the condition that only one arginine or
lysine is present in a given peptide. 96% of the peptides
sequenced from plasma or secretome have 0 to 6 charged
amino acids. We generated 252 theoretical combinations
and calculated their respective pI. We obtained a set of
possible pI with a profile globally homogenous up to the
7th fraction and the presence of steps in the pI scale after
this fraction (Figure 5A). These steps explain the higher
standard deviation obtained for the basic fractions. From
this set of pI, peptides were reattributed to the different
fractions (Figure 5B). It does not exist any combination
resulting in a peptide with a pI below 3.66. That explains
why the average pI observed for the first fraction is higher
than expected by the strip specifications and why the first
fraction standard deviation is so high. The same problem
was observed for fractions 16 to 18. In our model, it does
not exist any combination of charged amino acids result-
ing in a peptide with a pI in the range 7.29 to 8.08 corre-
sponding to these fractions. Last, no combination
generated a pI over 9.78. However, we observed experi-
mentally a lot of peptides with pI between 10 and 14,
accumulating in the fraction 24. The analysis of their
sequence revealed miss-cleavages with two adjacent lysine
or arginine residues. By comparison of the profile
obtained from the model and experimental data (Figure
3), we observed that the fractions with few peptides, i.e.
fractions 6 and 7 (pH 4.66–5.19) and fractions 16 and 19
(pH 7.29–8.34) correspond with a lack of possible com-
binations of charged amino acids resulting in peptides in
these ranges of pH (Figure 5B). A previous study has
shown the compatibility of the recently developed iso-
topic labeling technique iTRAQ with isoelectrofocalisa-
tion separation (in-gel) [14]. We wanted here to study the
compatibility of OFFGEL fractionation with iTRAQ. We
labeled the secretome sample with iTRAQ reagent and
separated the peptides with OFFGEL following the same

Comparison of experimental and theoretical pI for each OFFGEL fractionFigure 1
Comparison of experimental and theoretical pI for 
each OFFGEL fraction. (A) Average experimental pI 
values for all peptides identified per fraction. The dark 
area relates to the plasma peptides and the white area to the 
secretome peptides. Standard deviation is represented by 
errors bars. The broken lines are based on the theoretical pI 
values calculated according to the supplier's specifications of 
the IPG gel strip of 24 cm length (pH 3–10). (B) Percentage 
error between the average experimental pI and the 
average theoretical pI per fraction. Black squares corre-
spond to the error for plasma and triangles correspond to 
the error for secretome.
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Fractionwise distribution of identified peptides in plasma sample (grey bars) and secretome sample (white bars)Figure 2
Fractionwise distribution of identified peptides in plasma sample (grey bars) and secretome sample (white 
bars).
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Table 1: The expected pH ranges per fraction were calculated according to the IPG strip supplier data and the OFFGEL well 
dimensions and compared with experimental pI obtained for plasma and secretome samples.

Plasma Secretome

Fraction Expected pH range Peptide pI Average s.d. Peptide pI Average s.d

1 3.35 3.61 4.11 0.40 4.24 0.92
2 3.61 3.88 4.17 0.56 4.11 0.31
3 3.88 4.14 4.29 0.22 4.24 0.26
4 4.14 4.40 4.53 0.32 4.40 0.19
5 4.40 4.66 4.67 0.42 4.56 0.33
6 4.66 4.93 4.77 0.45 4.90 0.84
7 4.93 5.19 5.25 0.59 5.55 0.54
8 5.19 5.45 5.61 0.36 5.33 0.65
9 5.45 5.71 5.61 0.39 5.50 0.41
10 5.71 5.98 5.71 0.67 5.66 0.39
11 5.98 6.24 5.81 0.70 5.88 0.36
12 6.24 6.50 5.99 0.70 5.88 0.42
13 6.50 6.76 6.10 0.75 6.11 0.61
14 6.76 7.03 6.20 0.85 6.22 0.72
15 7.03 7.29 6.48 0.80 6.78 1.24
16 7.29 7.55 6.63 0.78 6.73 0.87
17 7.55 7.81 6.89 0.87 6.79 0.88
18 7.81 8.08 7.75 1.13 6.88 0.95
19 8.08 8.34 8.20 1.26 7.64 1.81
20 8.34 8.60 8.36 1.03 7.78 1.70
21 8.60 8.86 8.33 1.05 8.33 1.20
22 8.86 9.13 8.31 1.23 8.42 0.97
23 9.13 9.39 8.49 1.06 8.77 1.04
24 9.39 9.65 8.48 1.42 9.22 1.13

(s.d. = standard deviation)
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protocol as the unlabelled sample for the separation. For
this purpose, the peptide composition of three different
fractions in different pH range was compared (fractions 2:
acidic pH; 11: neutral pH and 24: basic pH) (Table 2).
iTRAQ labeling did not affect the separation for the frac-
tions 2 and 11, as the mean pI was identical for these frac-
tions with or without labeling and a majority of peptides
were found present in the same fraction in both condi-
tions (68.1 % and 74.1 % respectively). For fraction 24,
we observed a slight modification of the pI by iTRAQ labe-
ling (∆pI = 0.48) and a lower percentage of coverage. It
could be explained by a higher number of miss-cleaved

peptides recovered from this fraction. To conclude, we
showed for the first time the compatibility of iTRAQ labe-
ling with OFFGEL separation. OFFGEL fractionation is
particularly interesting for quantitative proteomic analysis
because higher amounts of sample can be loaded and sep-
arated, allowing an optimization of the subsequent ana-
lytical steps. These results were also validated for plasma
samples (data not shown), a complex sample that may
require the coupling of two or three separation stages in
order to access to the less abundant proteins. For example,
a combination of OFFGEL, Strong Cation Exchange (SCX)
and nano RP chromatographies seems to be an interesting
approach to apprehend the complexity of the plasma. An
another advantage of OFFGEL is its ability to desalt the
sample during separation which can avoid in certain proc-
esses a supernumerary desalting step [15].

Conclusion
Sample fractionation is an essential step for proteomics
analysis. The data reported here show that OFFGEL sys-
tem provides a highly valuable tool to fractionate peptides
from complex eukaryotic samples like plasma or secre-
tome. We also demonstrated the compatibility of OFFGEL
fractionation with the iTRAQ labeling reagents used for
quantitative proteomics. Finally, we consider peptides
OFFGEL separation as a highly valuable technique to inte-
grate in a proteomic workflow for complex sample analy-
sis.

Methods
Plasma samples
For quality and standardization issues, the plasma sam-
ples used were IQC samples (Internal Quality Control)
provided by the proteomic laboratory of Dijon (Plateform
Proteomic IFR- santé-STIC, France) as calibrated and ref-
erence samples. IQC was a pool of inactivate plasma pack-
aged in controlled conditions. The samples were received
in 50 µL aliquots and stored at -130°C until use. The sam-
ples were depleted using PROTEOPREP 20S spin column
technology, according to the procedure recommended by
Sigma-Aldrich, which remove the 20 highest abundant
proteins. After 10 depletion cycles, corresponding to 80
µL of crude plasma, depleted solutions are recovered and
then concentrated by ultra filtration using a 5 kDa molec-
ular mass cut-off spin column (Amicon Ultra, Millipore).

Secretome samples
H358 human non-small lung adenocarcinoma cell line
[16] were grown in RPMI-1640 medium with glutamine,
10% heat-inactivated fetal bovine serum and Penicillin/
Streptomycin 5000 U in 175-cm2 dishes until they
reached a confluence state of approximately 60–70 %.
They were then gently washed four times with phosphate
buffered saline and two times with serum free medium to
eliminate serum contaminants and left in serum free

Total number of peptides identified per fraction: (A) in plasma sample and (B) in secretome sampleFigure 3
Total number of peptides identified per fraction: (A) 
in plasma sample and (B) in secretome sample. The grey area 
relates to the unique peptides in each fraction. (C) In silico 
repartition of all the peptides identified for the 9504 plasma 
proteins from the Human Plasma Project found on the 
HUPO website.
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medium for 72 hours. The conditioned medium was col-
lected and cooled down on ice. Floating cells and cellular
debris were removed by centrifugation (200 × g, 10 min)
followed by sterile filtration (pore size: 0.2 µm). Proteins
were then concentrated and desalted by ultra-filtration
using a 5 kDa molecular mass cut-off spin column (Ami-
con Ultra, Millipore) according to the manufacturer
instructions. The total protein amount was determined
using a standard Bradford protein assay (Bio-Rad).

Tryptic digestion
Secretome and plasma samples were treated simultane-
ously and with the same protocol. 200 µg of each sample
were reduced with 45 mM dithiothreitol at 50°C for 35
min and alkylated with 100 mM iodoacetamide at room
temperature for 45 min. Trypsin (Promega) was added at
an enzyme: protein ratio of 3:100 w/w and incubated
overnight at 37°C. The digests were dried by vacuum cen-
trifugation prior to the OFFGEL peptides fractionation.

iTRAQ labelling
200 µg of proteins from secretome sample were resus-
pended, reduced, alkylated, and digested according to the
standard protocol supplied by the manufacturer (Applied

Biosystems). Then, 100 µg of each digest were labeled
either with iTRAQ reagent 114 or iTRAQ reagent 117.
After labeling, samples were pooled in a ratio 1:1 (v/v)
(for a total of 200 µg of peptide digests) and dried by vac-
uum centrifugation prior to the OFFGEL peptides frac-
tionation.

OFFGEL peptides fractionation
To perform peptide fractionation according to their pI, the
3100 OFFGEL Fractionator and the OFFGEL Kit 3–10
(both from Agilent Technology) were used following the
user protocol. The device was set up for the 24 fractions
separation by using 24-cm-long IPG gel strip with a linear
pH gradient ranging at 3–10. The peptides are separated in
a two-phases system: liquid upper phase (focusing buffer
provided by the supplier) separated in wells and lower
IPG gel strip phase. The wells are isolated from each oth-
ers. There is no direct fluidic connection between the
wells. The peptides migrate through the IPG gel that plays
the role of 'bridge" between each well and are retrieved in
the solution at the IPG region where pH is peptides pI.
200 µg of secretome (with or without iTRAQ labelling) or
plasma tryptic digests were resuspended with focusing
buffer to a final volume of 3.6 mL. 150 µL of this sample

Average distribution of charged amino acids per peptide in each OFFGEL fraction obtained for secretome separationFigure 4
Average distribution of charged amino acids per peptide in each OFFGEL fraction obtained for secretome sep-
aration. (A) Average number of acidic amino acids (aspartic acid (D) and glutamic acid (E)), and basic amino acids (lysine (K) 
and arginine (R)).(B) Average number of cysteine (C), histidine (H) and tyrosine (Y) charged amino acids.
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was loaded in each of the 24 wells. The sample was
focused using the recommended method for OFFGEL
peptides 24 wells fractionation with a maximum current
of 50 µA. The focusing was stopped after total voltage
reaches 50 kVh. During the focusing, oil was added to the
electrodes to prevent any evaporation effect. After focus-
ing, 50 to 150 µl of sample was recovered for each well

and transferred in individual micro tubes. To recover as
much as possible the focusing peptides, 150 µl of metha-
nol was added to each well, incubated for 15 min without
voltage [3]. Corresponding peptides fractions were pooled
and concentrated by vacuum centrifugation prior to LC-
MALDI MS/MS analysis.

Nano Reversed-phased LC-MALDI MS/MS analysis
Peptides were re-dissolved in 20 µl 0.2% trifluoroacetic
acid. Peptides separation was performed on an Ultimate
nanoHPLC System (Dionex/LC Packings, France)
equipped with a PepMapC18 column (Dionex/LC Pack-
ings; 3-µm particles, 10 nm pore size, 75-µm i.d.), an
autosampler and a Probot microfraction collector. The
mobile phase consisted of a gradient of solvents A (0.05%
trifluoroacetic acid; 2% acetonitrile in water) and B
(0.05% trifluoroacetic acid; 80% acetonitrile in water).
Injection was performed with 100% solvent A. The pep-
tides were separated with a linear gradient of solvent B
from 0–5% in 5 min, followed by an increase until to 40%
of solvent B in 30 min and to 55% in 10 min at a flow rate
of 0.3 µL/min. The column was washed and regenerated
with 90% solvent B for 10 min and with 100% solvent A.
For MALDI MS/MS analysis, column effluent was mixed
in a 1:3 ratio with MALDI matrix (2 mg/mL α-cyano-4-
hydroxycinnamic acid in 0.1% trifluoroacetic acid/70%
acetonitrile) (v/v) and deposed on an Opti-tof LC/MALDI
Insert 123 × 81 mm plate (Applied Biosystems) at a fre-
quency of one spot/15s.

MALDI plates were analyzed by MALDI TOF TOF 4800
proteomics Analyzer mass spectrometer (Applied Biosys-
tems) in positive reflector ion mode. MS spectra from m/
z 700–3500 were acquired for each spot using 1500 laser
shots. The ten most intense peaks in each MS spectrum
above an S/N threshold of 100 were selected for MS/MS
analysis.

Data analysis
Peptides and proteins identification were performed
using the GPS (Global Proteome Server) Explorer software
V3.6 (Applied Biosystems) with Mascot (Matrix Science)
as the database search engine (V2.0). Each MS/MS spec-
trum was searched against a database of human protein

Table 2: iTRAQ labeling influence on peptides repartition for OFFGEL fractions 2, 11 and 24 for secretome sample.

+ iTRAQ - iTRAQ

Fraction Peptide pI Average s.d. Peptide pI Average s.d. ∆pI % of Coverage

2 4.21 0.66 4.11 0.31 0.10 68.12
11 5.88 0.53 5.88 0.36 0.00 74.14
24 8.74 1.35 9.22 1.13 -0.48 56.90

(s.d. = standard deviation; ∆pI = difference of the peptide pI average for a same fraction with and without iTRAQ labeling)

Analysis of peptides generated by a calculated modelFigure 5
Analysis of peptides generated by a calculated model. 
Our model is based on the generation of all possible peptides 
containing a combination of 6 amino acids out of the 6 
charged amino acids contributing to the pI calculation (D, E, 
R, K, H, Y). Only one arginine or lysine is theoretically 
present in a given peptide after tryptic digestion. (A) Isoe-
lectric point repartition of peptides obtained by the 
combination model. Generated peptides are classified by 
increasing theoretical pI. (B) Distribution of theoretical 
peptides per fraction. Generated peptides are classified in 
function of their theoretical pI correspondence to the pH 
range of each fraction.
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sequences (Swiss-Prot, downloaded January 2006), result-
ing in a set of tryptic peptides matches with confidence
values. Only the peptides with C.I.% > 85%, for any MS/
MS spectrum were retained for further analysis. These pep-
tide identifications were then combined using the MAS-
COT search engine to yield a set of human protein
identifications with confidence values. The MASCOT
searches were run using the following parameters:
methionine oxidation, cystein carbamidomethylation
modifications were selected as variable; 1 missed cleavage
allowed; precursor error tolerance at < 50 ppm; MS/MS
fragment tolerance set to 0.2 Da and charge set to +1; full
trypsin specificity (N- and C-terminal also applied). Only
proteins with at least two specific peptides matched were
considered positively identified.

The theoretical pI of the peptides, were calculated using
"Compute pI/Mw" tool accessible on the Expasy website
[13,17]. The identified peptides with an ion score C.I.%
higher than 95% were always kept in the peptide list even
if theoretical pI did not match with pI of the relevant indi-
vidual OFFGEL fraction. For peptide ion score C.I.%
between 85% and 95%, peptides were kept if calculated
theoretical pI was correlated with pH range ± 2.
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Résultats 
 

 

6. Résultat complémentaire : Validation de l’approche iTRAQ 

La méthode de marquage iTRAQ a été validée avant son utilisation pour l’analyse différentielle 

des protéines sécrétées influencées par p53. Ce test est effectué sur un mélange de 6 protéines 

connues que l’on a digéré à la trypsine (mix6). Le digestat de mix6 est réparti en différents 

aliquots et chacun est marqué avec un tag iTRAQ spécifique. Ces aliquots marqués sont alors 

mélangés selon des ratios de concentrations définis. 

A B

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

R
at

io
 e

xp
ér

im
en

ta
l 1

14
:1

17

114:117 (1:1)

114:117 (4:1)

114:117 (10:1)

Ratio 
imposé

Ratio moyen 
expérimental

Std. 
Dev.

1:1 1,01 0,02
4:1 3,92 0,14

10:1 6,13 0,69

 

Figure 61 : Validation de la quantification relative des protéines par marquage iTRAQ 2-plex. 

Exemple d’un essai 2-plex comparant 2 aliquots d’un même échantillon marqués spécifiquement par un tag 
iTRAQ et mélangés selon 3 ratios 114:117 différents : ratios 1:1 ; 4:1 et 10:1. L’échantillon pour chaque 
marquage est constitué d’un mélange de 6 protéines standards digérées à la trypsine (mix6). 

A. Graphique des ratios 114:117 expérimentaux obtenus pour chacune des 6 protéines du mix6. Le ratio 
théorique appliqué est noté entre parenthèse pour chaque ratio. 

B. Tableau des ratios iTRAQ obtenus. 
Ratio imposé : Ratio 114:117 appliqué. Ratio moyen expérimental : Moyenne des valeurs obtenues pour les 6 
protéines du mix6 pour un ratio imposé donné. Std. Dev. : Déviation standard inter-protéines pour un ratio 
imposé donné. 
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Figure 62 : Validation de la quantification relative des protéines par marquage iTRAQ 8-plex. 

Exemple d’un essai 8-plex comparant 8 aliquots d’un même échantillon marqués spécifiquement par un tag 
iTRAQ et mélangés selon le ratio 1:2:3:4:4:3:2:1. L’échantillon pour chaque marquage est constitué d’un 
mélange de 6 protéines standards digérées à la trypsine (mix6). 
A. Graphique des différents ratios obtenus pour chacune des 6 protéines du mix6. Ces ratios sont présentés 
par rapport à la valeur 113. Le ratio théorique appliqué est noté entre parenthèse pour chaque ratio. 
B. Tableau des ratios iTRAQ obtenus par rapport à la valeur 113. 
Ratio imposé : Ratio X:113 appliqué. Ratio moyen expérimental : Moyenne des valeurs obtenues pour les 6 
protéines du mix6 pour un ratio imposé donné. Std. Dev. : Déviation standard inter-protéines pour un ratio 
imposé donné. 

La fiabilité de la quantification est jugée en comparant les ratios attendus et les ratios obtenus 

expérimentalement. Ce test est effectué pour les kits iTRAQ 2-plex et 8-plex (Figure 61 et Figure 

62). Dans les deux cas, les ratios obtenus sont très proches de ceux attendus. Ces résultats sont en 

accord avec ceux précédemment publiés [66, 74] et valident la fiabilité de l’iTRAQ pour la 

quantification relative de mélanges peptidiques. 

Nous notons néanmoins que les ratios d’expression importants (ratio de 10 par exemple) ont 

tendance à être atténués expérimentalement (voir ratio 1:10 de la Figure 61). Ainsi, certains ratios 

d’expression obtenus lors de notre analyse du secretome modulé par p53 dans les cellules H358 

sont sûrement sous-estimés. Par exemple, la quinone oxidoreductase, identifiée comme 5,7 fois 

plus concentrée dans le secretome en présence de p53, est peut-être modulée de façon plus 

conséquente (voir Chapitre 2 des résultats). Ce biais reste limité car il n’empêche pas d’identifier 

les protéines modulées par p53 mais entraine une légère sous estimation des ratios d’expression 

les plus conséquents. 

A partir de ces résultats, nous avons également fixé les seuils de ratios jugés significatifs, c'est-à-

dire différents de 1. Ainsi, les ratios sont considérés comme différents de 1 lorsqu’ils seront 

inférieurs à 0,8 ou supérieur à 1,25. Ces valeurs seuils sont en accord avec celles utilisées lors de 

précédentes études utilisant l’iTRAQ [66, 74]. 
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CHAPITRE 2 : Analyse différentielle des protéines sécrétées modulées 

par p53 dans des cellules du Cancer du Poumon Non à Petites Cellules. 

1. Problématique et objectifs du travail 

Notre travail s'est axé autour de la question suivante : 

« Quelles sont les protéines sécrétées modulées par p53 et impliquées dans la tumorogenèse des 

cellules tumorales pulmonaires ? » 

La protéine p53 joue un rôle crucial dans la progression tumorale. Elle est très souvent mutée 

dans les cancers du poumon et cette mutation a des répercussions au niveau de l’interaction des 

cellules tumorales avec leur micro-environnement par une modulation de la sécrétion de 

protéines. Une meilleure connaissance de ces facteurs est primordiale pour mieux comprendre la 

communication des cellules tumorales entre elles et avec leur environnement. De plus, ces 

protéines représentent des pistes pour la recherche de cibles thérapeutiques ou diagnostiques 

potentielles. 

Afin de répondre à notre question, nous avons mis en place un modèle cellulaire permettant une 

expression inductible de la protéine p53 sauvage. Ce modèle in vitro donne l’opportunité 

d’étudier les protéines influencées par p53 qui sont libérées par des cellules tumorales 

pulmonaires dans le milieu extra-cellulaire. 

La réalisation de cette étude a nécessité le développement d’un procédé d’analyse performant. 

Notre choix s’est porté sur une approche protéomique, très efficace pour l’analyse globale des 

protéines sans à priori, ainsi que leur quantification relative. Cette étude permettra de mieux 

comprendre le rôle joué par p53 dans la modulation des interactions intercellulaires par la 

régulation de la sécrétion de protéines. De plus, la mise en place d’un modèle de xénogreffe de la 

lignée H358 chez la souris permettra d’appréhender la relation entre le secretome in vitro et la 

libération in vivo de protéines par la tumeur. 

2. Moyens mis en œuvre 

Pour réaliser cette étude, nous avons choisi comme modèle cellulaire la lignée H358 (ATCC 

CRL5807), issue d'un adénocarcinome du Cancer du Poumon Non à Petites Cellules (NSCLC). 

Ce type de cancer du poumon est d'un point de vue histologique le plus fréquemment rencontré 

(entre 75 et 85 % des cas). 
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Cette lignée est résistante à l'apoptose due à la privation de sérum pendant la culture [261, 262]. 

Les cellules peuvent ainsi être cultivées en milieu sans sérum durant le temps nécessaire à la 

sécrétion d’une quantité suffisante de protéines (72 heures). Ce paramètre est indispensable pour 

ne pas contaminer le milieu conditionné des cellules (contenant les protéines sécrétées) par des 

protéines du sérum de veau fœtal. Les cellules H358 ont une délétion homozygote du gène TP53. 

Elles ont été précédemment transfectées par un plasmide codant pour le gène TP53 sauvage placé 

sous le contrôle positif d'un promoteur tetracycline-dépendant (système TetOn) [263, 264]. 

L'ajout de doxycycline dans le milieu de culture des cellules à une concentration finale non 

toxique de 1 µg/mL déclenche l'expression de la protéine p53 par ces cellules. Cette induction de 

p53 commence 4 heures après l'ajout de doxycycline, atteint son maximum d'expression au bout 

de 24 heures et reste élevée durant 13 jours. L'expression de p53 dans ces cellules déclenche un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M mais pas d'augmentation d'apoptose. 

De par sa capacité à pousser en milieu sans sérum et son expression inductible de p53 sauvage, la 

lignée H358/TetOn/p53 est un modèle idéal pour notre étude. 

Les protéines sécrétées par les cellules sont récupérées en prélevant le milieu de culture. Celui-ci 

est centrifugé et filtré afin d'éliminer les éventuelles cellules flottantes ou débris cellulaires. Le 

milieu est finalement concentré et dessalé pour obtenir une quantité suffisante de protéines 

analysables. 

Un procédé d’analyse protéomique semi-quantitative adapté à l’étude différentielle de l’influence 

de p53 sur le secretome des cellules H358 a été développé. 

Une première approche utilise un marquage iTRAQ différentiel des échantillons et leur analyse 

par LC-MS/MS. Les échantillons protéiques sont digérés en solution par la trypsine. Chaque 

digestat est alors marqué par un tag iTRAQ spécifique. Une première étude iTRAQ 4-plex est 

réalisée sur deux préparations d'échantillons indépendantes pour chacune des deux conditions 

(p53- et p53+). Les peptides spécifiquement marqués sont mélangés et séparés simultanément par 

la méthode OFFGEL. Chacune des 24 fractions OFFGEL est ensuite analysée par LC-MS/MS 

(chromatographie en phase inverse et MALDI-TOF/TOF en off-line) afin d’identifier et 

quantifier chacun des peptides. Une étude 2-plex est effectuée indépendamment sur la première 

préparation de chaque échantillon avec une inversion des tags pour éliminer le risque de 

différences d’expression tag dépendante. Le choix de développer l’approche iTRAQ résulte de 

ses nombreux avantages. En effet, elle permet une analyse multiplex, sensible, sans 

complexification du spectre MS (marquage isobarique). Par contre, elle repose sur un marquage 

tardif des échantillons (après la digestion des protéines). Afin de minimiser le risque expérimental 
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induit par les étapes de préparation précédant le marquage, nous avons décidé de réaliser les 

réplicas définis précédemment et de ne juger comme fiable que les résultats concordants. 

Une approche « gel-based » utilisant une séparation des protéines par électrophorèse 

bidimensionnelle a aussi été appliquée. Celle-ci a pour but d’analyser l’influence de p53 sur la 

modulation des modifications post-traductionnelles des protéines sécrétées. Cette analyse permet 

aussi de recouper les résultats obtenus avec ceux de l’approche iTRAQ. Chaque condition est 

analysée en triplicat de façon à être statistiquement fiable. Les images de gels sont analysées par 

le logiciel ImageMaster (GE Healthcare). Celui-ci va détecter et associer les spots des différents 

gels, puis réaliser leur quantification relative. Les protéines d’intérêt sont alors digérées "in-gel" 

et identifiées par MALDI-TOF/TOF en PMF et/ou MS/MS. 

Le procédé d’analyse protéomique mis en place pour cette étude est présenté Figure 63. 

Serum-free
medium, 72h

Proteins

MS/MS Sequencing

Trypsic 
digestion

Peptides

2D Separation : 
OFFGEL + nano RP-LC

Peptides

iTRAQ
labeling

Peptides-114

Proteins Peptides-117

Mix

Relative Quantification
(iTRAQ)

MS MS/MS

114
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Bidimensional 
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In-gel trypsic digestion

PMF and MS/MS
Sequencing
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H358 (p53-/-)

Relative 
Quantification 
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Figure 63 : Représentation du procédé d’analyse protéomique utilisé pour l’analyse différentielle des 
protéines p53-modulées relarguées par la lignée H358. 
Gauche : Analyse par électrophorèse bidimensionnelle. 
Droite : Analyse par marquage iTRAQ. 

L’étude in vivo est réalisée sur un modèle de xénogreffe des cellules H358/TetOn/p53 chez des 

souris nude. Une fois que la tumeur s’est implantée, les souris sont réparties en deux groupes. 

L’un des groupes de souris reçoit de la doxycycline dans son eau de boisson afin d’induire 

l’expression de p53 au niveau du greffon. Après 72 heures, les souris sont sacrifiées, et la tumeur 

et le plasma collectés. L’analyse des protéines d’intérêt est réalisée pour ces deux types 

d’échantillons par ELISA et Western-blot. 
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3. Résultats 

Ces travaux sont présentés dans l'article suivant : 

The cell line secretome, a suitable tool for investigating proteins released in vivo by tumors: 

Application to the study of p53-modulated proteins secreted in lung cancer cells. 

Jérôme CHENAU, Sylvie MICHELLAND, Florence de FRAIPONT, Véronique JOSSERAND, 

Jean-Luc COLL, Marie-Christine FAVROT, Michel SEVE. 

Cet article a été soumis dans « Journal of Proteome research ». 

Résumé des principaux résultats : 

Nous avons développé un procédé d’analyse protéomique efficace pour l’analyse différentielle 

des protéines sécrétées par des cellules NSCLC en fonction du statut p53 (Figure 63). 

L’analyse LC-MS/MS avec marquage différentiel iTRAQ a permis d’identifier 909 protéines du 

secretome de la lignée H358. (Tableau supplémentaire S1 de la publication). Le taux de faux 

positifs est de 0,14 % 

Parmi ces protéines, 91 ont un niveau de sécrétion modulé de façon significative par l’expression 

de la protéine p53 sauvage. Quarante-sept sont surexprimées et 44 sous-exprimées dans le 

secretome lorsque p53 est exprimé (Tableaux 1 et 2 de la publication). 

L’électrophorèse bidimensionnelle a permis l’identification de 184 protéines dont 182 sont 

recoupées avec les 909 identifiées par l’approche LC-MS/MS. Treize protéines ont une 

modulation d’expression dépendante de p53 en accord avec les résultats obtenus par l’approche 

iTRAQ. Par contre, même si plusieurs états de PTMs sont résolus sur les gels, aucune altération 

p53-dépendante de ces PTMs n’a pu être caractérisée (Tableaux 1 et 2 et Figure 1 de la 

publication). 

L’étude de la distribution des protéines modulées par p53 selon les 3 différentes voies de 

sécrétion (classique, non-classique et exosome) a été effectuée (Figure 2 et tableaux 1 et 2 de la 

publication). 

P53 est un facteur de transcription. Quinze protéines sur les 47 surexprimées et 12 sur les 44 

sous-exprimées dans le secretome en présence de p53 sont des cibles transcriptionnelles de p53 

préalablement démontrées (Tableaux 1 et 2 de la publication). 

L’analyse de la littérature montre une relation inverse entre la variation des protéines modulées 

par p53 et les procédés de tumorogenèse (Figure 3 et tableau supplémentaire S2 de la 

publication). 

                                                                        - 150 -



Résultats 
 

 

Les résultats protéomiques ont été validés pour 16 protéines par Western-blot (Figure 4A de la 

publication). 

Un Western-blot de contrôle a validé l’action spécifique de p53 sur ces variations (élimination 

d’un effet dox) (Figure 4B de la publication). 

L’expression de p53 chez des souris xénogreffées par des cellules H358/TetOn/p53 a été validée 

par Western-blot. Celui-ci confirme la fonctionnalité de p53 par l’observation de l’activation 

d’une de ses cibles transcriptionnelles, p21 (Figure 5 de la publication). 

L’analyse par ELISA des variations d’expression des protéines GDF-15, VEGF et FGF-19 a été 

validée sur les extraits totaux de tumeur des souris. GDF-15 est également détectée dans le 

plasma des souris et sa modulation d’expression par p53 a été démontrée (Figure 6 de la 

publication). 

4. Conclusion 

Nous avons développé et validé un procédé efficace pour l’analyse différentielle des secretomes. 

Cette approche a permis d’établir la liste de protéines d’un secretome la plus complète à ce jour 

dans laquelle 91 protéines sont influencées par p53. 

Ces résultats sont utiles pour mieux comprendre le rôle joué par p53 dans la tumorogenèse à 

travers sa régulation de facteurs sécrétés. 

La modulation par p53 est confirmée in vivo chez la souris pour trois protéines (GDF-15, FGF-19 

et VEGF). 

La protéine GDF-15 est également modulée par p53 dans les plasmas des souris xénogreffées. 

C’est la première fois qu’une protéine exprimée de façon différentielle dans une étude secretome 

est retrouvée et quantifiée dans le plasma de souris xénogreffées. 

Le secretome d’une lignée cellulaire reflète la libération de protéines par les tumeurs in vivo et 

représente donc un modèle fiable pour la caractérisation des marqueurs potentiels de tumeur. 

5. Publication II 

                                                                        - 151 -



 
 
 

 
 

 
 

The cell line secretome, a suitable tool for investigating 

proteins released in vivo by tumors: Application to the study 
of p53-modulated proteins secreted in lung cancer cells 

 
 

Journal: Journal of Proteome Research 

Manuscript ID: pr-2009-00383g.R1 

Manuscript Type: Article 

Date Submitted by the 
Author: 

 

Complete List of Authors: CHENAU, Jerome; Université Joseph Fourier - Grenoble 1, INSERM, 
Institut Albert Bonniot U823 
MICHELLAND, Sylvie; Grenoble Hospital, Centre d'Innovation en 
Biologie 
DE FRAIPONT, Florence; Grenoble Hospital, Département de 
Biologie Intégrée 
Josserand, Veronique; IAB 
Coll, Jean-Luc; INSERM 
FAVROT, Marie-Christine; Grenoble Hospital, Centre d'Innovation en 
Biologie 
SEVE, Michel; Grenoble Hospital, Centre d'Innovation en Biologie 

  
 
 

 

ACS Paragon Plus Environment

Journal of Proteome Research

                                                                        - 152 -



 1 

The cell line secretome, a suitable tool for investigating proteins released in vivo 

by tumors: Application to the study of p53-modulated proteins secreted in lung 

cancer cells 

Jérôme CHENAU1, Sylvie MICHELLAND1, 2, Florence de FRAIPONT1, 3, Véronique 

JOSSERAND1, Jean-Luc COLL1, Marie-Christine FAVROT1, 2, Michel SEVE1, 2 * 

1 Université Joseph Fourier - Grenoble 1, INSERM, Institut Albert Bonniot U823, Grenoble, France 

2 CHU Grenoble, Centre d’Innovation en Biologie, Plate-forme de Protéomique Médicale, 

Grenoble, France 

3 CHU Grenoble, Cancérologie Biologique et Biothérapies, département de Biologie Intégrée, 

Grenoble, France 

* Correspondence 

Prof. Michel SEVE 

Plate-forme Protéomique Médicale - Centre d'Innovation en Biologie 

CHU Grenoble 

BP 217 

38043 Grenoble cedex 09 

FRANCE 

Tel: 33 (0)4 76 76 54 84 

Fax: 33 (0)4 76 76 56 64 

Email: Michel.Seve@ujf-grenoble.fr 

Abbreviations 

CM: Conditioned medium; Dox: Doxycycline; MMTS: Methyl methanethiosulfonate; NSCLC: 

Non-Small Cell Lung Cancers; SILAC: Stable Isotope Labeling with Amino acid in Culture; TCEP: 

Tris-(2-carboxyethyl) phosphine; TEAB: Triethylammonium bicarbonate; WB: Western blot; wt: 

wild type 

Keywords 

Proteomics, iTRAQ, lung cancer, p53, secretome, xenograft mouse model

Page 1 of 45

ACS Paragon Plus Environment

Journal of Proteome Research

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

                                                                        - 153 -

mailto:Michel.Seve@ujf-grenoble.fr


 2 

Abstract 

Malignant processes such as metastasis, invasion, or angiogenesis are tightly dependent on the 

composition of the extracellular medium, which is itself affected by the release of proteins by the 

tumor cells. p53, a major tumor suppressor protein very frequently mutated and/or inactivated in 

cancer cells, is known to modulate the release of proteins by the tumor cells; however , while p53-

modulated intracellular proteins have been extensively studied, little is known concerning their 

extracellular counterparts. Here, we characterized the p53-dependent secretome of a lung tumor 

model in vitro (H358 human non-small cell lung adenocarcinoma cell line with a homozygous 

deletion of p53) and demonstrate that the modulation of exported proteins can also be detected in 

vivo in the plasma of tumor-bearing mice. We used a clone of H358, stably transfected with a 

tetracycline-inducible wild-type p53-expressing vector. Using iTRAQ labeling and LC-MALDI-

MS/MS analysis, we identified 909 proteins released in vitro by the cells, among which 91 are p53-

modulated. Three proteins (GDF-15, FGF-19, and VEGF) were also investigated in 

H358/TetOn/p53 xenograft mice. The ELISA dosage on total tumor protein extracts confirmed the 

influence of p53 on the release of these proteins in vivo. Moreover, the GDF-15 concentration was 

measured in the plasma and its p53-dependent modulation was confirmed. To our knowledge, this is 

the first report establishing that the in vitro cell line secretome is reliable and reflects the 

extracellular release of proteins from tumor cells in vivo and could be used to identify putative 

tumor markers. 
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 3 

Introduction 

Lung cancer is a major public health issue and the leading cause of cancer-related deaths worldwide 

1, 2. Non-small cell lung cancers (NSCLC) account for approximately 80% of all types of lung 

cancers 3, 4. Tumor–stroma interactions play a major role in tumor development, maintenance, 

progression, invasion, and neo-angiogenesis. Modulation of the stromal composition by tumor-

produced proteins plays a pivotal role in the intercellular cross-talk 5. 

In this study, we examined the role of wild-type (wt) p53 protein on the tumor microenvironment. 

Indeed, p53 is a major tumor suppressor with a DNA-binding activity known to control the 

transcription of a large panel of genes, including some encoding for secreted factors 6. It plays an 

important role in maintaining cell integrity by controlling cell cycle progression and cell survival in 

response to DNA damage 7, 8. TP53 gene is the most frequently mutated gene in human cancer. 

Indeed, a mutational inactivation of the TP53 gene is observed in around 50% of human cancers 

and over 60% of lung cancers 8-11. Loss of p53 function predisposes cells to a rapid accumulation of 

multiple genetic changes. As a consequence, mice without the functional TP53 gene breed and 

develop normally but die at an early age from multiple cancers 12. Additionally, restoration of p53 

function in tumor cells can prevent tumor development 13. p53 also influences tumor–stroma 

interactions by modulating secreted pro- or anti-tumorigenic proteins 14, 15. While p53-regulated 

intracellular proteins have been thoroughly studied 16-18, there are few data on the influence of p53 

on the release of proteins by tumor cells. In a recent study on glioma cells, 60 secreted proteins 

modulated by p53 expression were described 19. 

The term “secretome” refers to the whole pool of proteins released by cells in culture medium at a 

given time and under defined conditions 20, 21. These secreted proteins can be growth factors, 

extracellular matrix-degrading proteinases, cell motility factors, immunoregulatory cytokines, or 

other bioactive molecules. They are essential in the processes of differentiation, invasion, 

metastasis, and angiogenesis by regulating cell-to-cell and cell-to-extracellular matrix interactions. 

These tumor-secreted proteins are also thought to be released in body fluids such as blood or urine 
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 4 

and can be measured by noninvasive assays 22. Thus, cancer secretome analysis could be a 

promising tool supporting the identification of cancer biomarkers. Recent differential secretome 

studies have been performed in colon cancer using DIGE 21, in pancreatic and lung cancers using 

SILAC 23, 24, or in prostate cancer using ICAT 25. To our knowledge, however, the influence of p53 

on the secretome of the lung cancer cells has not been described. 

The secreted proteins modulated by p53 and involved in the tumor–stroma interactions of the lung 

cancer cells were studied from the H358 cell line, a human non-small cell lung adenocarcinoma cell 

line of bronchioalveolar origin with a homozygous deletion of p53 26. This cell line was stably 

transfected with a wt-p53-expressing plasmid under the positive control of a tetracycline-dependent 

promoter (H358/TetOn/p53) 27, 28. The expression of wt p53 triggers G2/M cell cycle arrest without 

inducing apoptosis 27 and is sufficient to induce tumor regression in vivo 28. Serum removal from 

culture medium significantly decreased the number of cells in the G2/M phase and increased the 

number of cells in the G0/G1 phase, both in p53-null and in p53-expressing cells, but it did not 

induce a significant apoptosis in any condition 27, 29. 

The release of p53-modulated proteins in the H358/TetOn/p53 cell line was analyzed by means of 

proteomics using LC-MALDI-MS/MS differential analysis with specific iTRAQ labeling. 

Moreover, we conducted a two-dimensional gel electrophoresis analysis to study the influence of 

p53 expression on the modulation of post-translational modifications (PTMs) of secreted proteins. 

Detailed analyses of the known function of these p53-modulated proteins indicate that this in vitro 

model contains the hallmark of the main biological processes that favor tumor progression. In order 

to test whether the secretome could be a suitable tool for investigating proteins released in vivo by 

tumors, H358/TetOn/p53 xenografts were established in nude mice. The relative levels of the 

proteins of interest were determined in crude tumor protein extracts and in the plasma of mice to 

investigate a potential use of the secretome in the discovery of tumor markers. 
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 5 

Materials and Methods 

Cell culture and preparation of secreted protein samples 

The human non-small cell lung adenocarcinoma cell line H358 of bronchioalveolar origin (ATCC 

CRL5807) has a homozygous deletion of p53. This cell line was transfected with a tetracycline-

inducible wt p53-expressing vector (TetOn system) 28. Cells were grown in RPMI-1640 medium 

with 2 mM L-glutamine, 10% heat-inactivated fetal calf serum, and penicillin (100 U/mL) / 

streptomycin (100 µg/mL) in 175-cm2 dishes. The H358/TetOn/p53 clone was maintained by 

adding hygromycin (50 µg/mL) and geniticin (G418: 100 µg/mL). All products were purchased 

from Gibco. When cells reached a confluence state of approximately 60–70%, they were gently 

washed four times with PBS and twice with serum-free medium to eliminate serum contaminants 

and then left in serum-free medium for 72 h with or without the tetracycline analog doxycycline. 

Doxycycline induces p53 expression and was added to serum-free medium to a final concentration 

of 1 µg/mL, which is not toxic. The analysis of apoptosis in H358/TetON/p53 cells incubated in 

serum-free medium for 72 h in the presence or absence of 1 µg/mL doxycycline was realized by 

flow cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson). The cells were also treated for 12 h with 1 µM 

staurosporine as a positive control for apoptosis. Proteolytic activation of procaspase-3 was 

measured with PE Caspase-3 Active Apoptosis Kit (BD Pharmingen) following the manufacturer’s 

instructions. The different conditioned media were then collected and cooled on ice. Floating cells 

and cellular debris were removed by centrifugation (200 g, 10 min) followed by sterile filtration 

(pore size: 0.2 µm). Proteins were then concentrated and desalted by ultra-filtration using a 5,000-

Da molecular mass cut-off spin column (Amicon Ultra-15, Millipore) according to the 

manufacturer’s instructions. The total protein amount was determined using a standard Bradford 

protein assay (Thermo Scientific). 
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 6 

Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation (iTRAQ) 

Peptide isobaric labeling with iTRAQ reagents 

Three different cultures of the H358/TetOn/p53 cell line were realized. In each case, one part of the 

cells was induced for wt-p53 expression and the other not. Six secretome samples were retained and 

dried by vacuum centrifugation. These secretome samples were analyzed by a 2-plex or a 4-plex 

iTRAQ experiment. For iTRAQ labeling, samples were treated in parallel, essentially as described 

by Ross et al. 30. Stock reagents and buffers (TEAB, SDS, TCEP, MMTS, and the four isobaric 

tagging reagents) were obtained from Applied Biosystems. Briefly, 100 µg of each protein sample 

was reduced with 2.5 mM TCEP (60°C for 1 h) and cystein residues were blocked with 10 mM 

MMTS at room temperature for 20 min. Trypsin solution (Porcine modified, Promega) was added 

in a 1:20 ratio (w/w) and incubated for 20 h at 37°C. Protein digests were dried by vacuum 

centrifugation and suspended in 30 µL of dissolution buffer (5 M TEAB, 0.1% SDS). iTRAQ 

reagent (1 unit in ethanol) was added to tryptic digests and the mixture was incubated at room 

temperature for 1 h. In order to eliminate a potential tag-dependent effect, one replicate was 

conducted with inverted iTRAQ tags. 

OFFGEL isoelectrofocusing 

To perform peptide fractionation according to pI, the 3100 OFFGEL Fractionator and the OFFGEL 

Kit 3-10 (both from Agilent Technology) were used following the user protocol 31. We have 

previously validated that OFFGEL is an efficient tool for fractionating peptides from complex 

proteomes (such as secretome) and that it is compatible with iTRAQ labeling 32. The device was 

set up to separate peptides in 24 liquid fractions using a 24-cm IPG gel strip with a linear pH 

gradient ranging from 3 to 10. Two hundred micrograms of iTRAQ-labeled peptide mix was dried 

by vacuum centrifugation and suspended with a focusing buffer (1.2% ampholytes 3–10 in water 

(v/v)) as described previously 32. This sample solution was loaded in each of the 24 wells placed 

above the IPG strip and peptides were focused with a constant current of 50 µA until the total 

voltage reached 50 kVh. After focusing, 50–150 µL of sample was recovered from each well, 
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 7 

transferred in individual tubes, and dried in a vacuum concentrator prior to LC-MALDI-MS/MS 

analysis. 

Reversed-phase Liquid Chromatography (RP-LC) 

Peptide separation was performed on an Ultimate-300 chromatography system (Dionex-LC 

Packings) equipped with a Probot MALDI spotting device. Each dried OFFGEL fraction was 

dissolved in 15 µL 0.1% TFA (v/v) and 5 µL was injected and captured onto a trap column (nano-

Precolumn TM, PepMap TM, C18, 300 µm i.d. × 5 mm, LC Packings). Peptides were eluted on to an 

analytical column (PepMap TM, C18, 75 µm i.d. × 15 cm, LC Packings) using an automated binary 

gradient (300 nL/min) from 100% buffer A (2% (v/v) ACN ; 0.05% (v/v) TFA) to 55% buffer B 

(80% (v/v) ACN; 0.05% (v/v) TFA) over 45 min. For MALDI-MS/MS analysis, column effluent 

was mixed in a 1:3 ratio with MALDI matrix (2 mg/mL α-Cyano-4-hydroxy-cinamic acid) through 

a 25-nL mixing tee and spotted in 32 × 50 spot arrays (Opti-tof LC/MALDI Insert 123 × 81 mm 

plate, Applied Biosystems) at a frequency of one spot per 15 s. 

MALDI MS/MS analysis 

MS and MS/MS analyses were performed using the 4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer (Applied 

Biosystems/MDS Sciex). After screening all LC-MALDI sample positions in MS-positive reflector 

mode using 2,000 laser shots, the fragmentation of automatically selected precursors was 

performed at a collision energy of 1 kV using air as collision gas (pressure, ~2 × 10−6 Torr). MS 

spectra were acquired between m/z 750 and 3500. Up to 12 of the most intense ion signals per spot 

position having an S/N greater than 80 were selected as precursors for MS/MS acquisition. 

Peptide and protein identification and iTRAQ quantification 

Peptides and proteins were identified using the ProteinPilot™ Software V 2.0 (Applied 

Biosystems) 33. It is based on two algorithms: ParagonTM as a database search engine, and 

ProGroupTM to analyze database results and identify the minimum set of defensible proteins by 

removing the redundancy search for each unique peptide. Each MS/MS spectrum was searched for 

against a database of human protein sequences (UniProtKB, release 12.0 of 24-07-07, 276 256 
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 8 

sequence entries). Only proteins with a ProteinPilot score greater than 4 (99% confidence and two 

distinct peptides matched) were considered positively identified. To determine levels of false-

positive peptide identifications, MS/MS spectra were also searched against the corresponding 

randomized database generated from a Perl script downloaded from the Matrix Science website 

(www.matrixscience.com/downloads/decoy.pl.gz). As shown by Peng et al., the false-positive rate 

can be estimated using the following formula: %fal = 2 [nrev / (nrev + nreal)] with %fal being the 

estimated false-positive rate, and nrev and nreal the number of unique peptides identified from the 

reverse and the real databases, respectively 34. For each MS/MS spectrum acquired, signature-ion 

peak areas at 114.1, 115.1, 116.1, and 117.1 m/z were used by the software for relative 

quantification. The software performed an automatic experimental bias correction that accounted 

for unequal mixing during the combination of the different labeled samples. For each iTRAQ 

protein ratio, the software calculates a p-value (between 0 and 1) that reflects the iTRAQ ratio 

variation between the different peptides matched with the same protein. Only proteins with a p-

value protein ratio less than 0.05 were considered to have a real change of expression. 

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 

Protein separation by two-dimensional gel electrophoresis 

The proteins from conditioned medium of H358/TetOn/p53 cells induced or not induced for wt-p53 

were analyzed in triplicate using 2-DE as described elsewhere 35. Isoelectric focusing was 

performed with the Ettan IPGphor II system (GE Biosciences) according to the manufacturer’s 

instructions. One hundred micrograms of secreted proteins was solubilized in 350 µL IEF sample 

buffer (9 M urea, 65 mM DTT, 60 mM CHAPS, 5% Orange G (v/v)). Prior to the IEF step, 

ampholines 3-10 (if IPG strip pH 3–10 was used) or ampholines 4-7 (if IPG strip pH 4–7 was used) 

were added to a final concentration of 2% (v/v). The solubilized proteins were loaded onto a 

dehydrated linear IPG strip, pH 3–10 or pH 4–7 (GE Biosciences). Focusing was performed at 

20°C, 50 µA/strip, as follows: 10–12 h passive rehydration, 1 h at 500 V, 2-h gradient 500–1,000 V, 

3-h gradient 1,000–8,000 V, 1.5 h at 8,000 V. After focusing, the strips were incubated with 52 mM 
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DTT in equilibration buffer (6 M urea, 50 mM Tris-HCl, 2.5% SDS, 50% glycerol, pH 8.8) for 20 

min to reduce disulfide bonds of the proteins. Proteins were then carbamidomethylated for a further 

20 min (220 mM iodoacetamide in equilibration buffer). The IPG strips were transferred to a 10–

12.5% SDS polyacrylamide gel. SDS-PAGE was carried out vertically in a protean II chamber 

(Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions, with a current of 20 mA per gel at 10°C. 

After electrophoresis, protein spots were visualized by the silver staining technique, as described 

previously 36. The 2-DE stained gels were scanned using ImageScanner and LabScan software (v. 

5.0; GE Biosciences) and the digitalized gel images were normalized and comparatively analyzed 

(three gels per condition) using ImageMaster software (v. 5.0; GE Biosciences). 

In-gel digestion 

For protein identification, silver-stained protein spots were excised from the gel and washed with 

destaining solution (30 mM potassium ferricyanide, 100 mM sodium thiosulfate), then washed once 

each with water, digestion buffer (25 mM NH4HCO3), and modified digestion buffer (25 mM 

NH4HCO3/ACN 1:1 (v:v)). Subsequently, gel pieces were shrunk with 100% ACN and swollen 

with 20 µL trypsin solution (6 ng/µL trypsin from Promega, in digestion buffer). Digestion was 

performed for 12–16 h at 37°C. The supernatant was then transferred into a fresh tube and the gel 

pieces were extracted with a cycle of 50% ACN (v/v), 0.1% TFA (v/v), and 100% ACN (v/v). Each 

step lasted 20 min. After that, gel pieces were sonicated and the supernatant was pooled with the 

supernatant of the digestion. These extracted peptides were dried with vacuum centrifugation and 

resuspended in 10 µL 0.1% TFA (v/v). Finally, extracted peptides were desalted with C18 reverse-

phase Zip-Tip (Millipore) according to the manufacturer’s instructions. Peptides were eluted with 3 

µL of 50% ACN, 0.1% TFA (v/v), mixed at a 1:1 ratio with MALDI matrix (10 mg/mL α-cyano-4-

hydroxy-cinnamic acid (CHCA) matrix in 50% ACN, 0.1% TFA (v/v)), and spotted on a stainless 

steel MALDI sample plate (Applied Biosystems). 
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 10 

Mass spectrometry analysis 

MS and MS/MS analyses of tryptic peptides were performed using the 4800 MALDI-TOF/TOF 

Analyzer (Applied Biosystems). MS spectra were acquired in positive reflector ion mode using 

4000 Series Explorer software (V. 3.5). MS spectra were acquired between m/z 750 and 4000 using 

2000 laser shots. To look for less abundant proteins, the ten least intense peaks in each MS 

spectrum above an S/N threshold of 80 were selected for MS/MS analysis. Fragmentation of 

automatically selected precursors was performed at a collision energy of 1 kV using air as collision 

gas (pressure of ~1 × 10−6 Torr). For peak detection, 5-point Gaussian smoothing and an S/N of 20 

were applied using cluster area S/N optimization. 

Protein identification 

Protein identification was performed by peptide mass fingerprint (PMF) and/or specific MS/MS 

peptide sequencing. The combined MS and MS/MS spectra from each spot were processed using 

GPS Explorer V3.6 (Applied Biosystems) with Mascot (Matrix Science) as the database search 

engine (V 2.0). Each MS and MS/MS spectrum was searched against a database of human protein 

sequences (UniProtKB, release 12.0 of 24-07-07, 276.256 sequence entries), resulting in a set of 

tryptic peptides matched with confidence values. A search was also performed against a database of 

mammalian protein sequences to eliminate possible residual calf serum contaminants. The Mascot 

searches were run using the following parameters: methionine oxidation, cysteine 

carbamidomethylation as variable; one missed cleavage allowed; precursor tolerance at 50 ppm, 

MS/MS fragment tolerance set to 0.2 Da, and charge set to +1. Identification was assigned to a 

protein spot feature if the protein score was calculated to be greater than 60, correlating to a 

confidence interval greater than 95%. 

Western blot analysis 

The conditioned media or total protein extracts (2–20 µg) were subjected to standard SDS-PAGE 

and immunoblot analysis. The primary antibodies used were: anti-kallikrein-6 KLK6 (sc-20624; 

1:500), anti-NPC2 (sc-30346; 1:100), anti-PIG3 (sc-16327; 1:100) (all from Santa Cruz 
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 11 

Biotechnologies), anti-FGF19 (ab25728; 1:1000), anti-TPA (ab28219; 1:1000), anti-VEGF 

(ab9544; 1:100), anti-GGH (ab37802; 1:1500), anti-clusterin (ab39991; 1:1000), anti-IL8 (ab16223; 

1:2500), anti-IGFII (ab9574; 1:2000), anti-PLTP (ab18990; 1:250), anti-GDF15 (ab39999; 1:2500), 

anti-IGFBP3 (ab36529; 1:2500) (all from Abcam), anti-FGFBP1 (AF1593; R&D Systems; 1:1000), 

anti-p21 (OP64; Calbiochem; 1:250), and anti-p53 (DO-7; DakoCytomation; 1:1000). Anti-actin 

(ab1801; Abcam; 1:1000), anti-alpha-enolase ENO1 (ab49191; Abcam; 1:750), α-SOD1 (sc-11407; 

Santa Cruz Biotechnologies) antibodies were used as loading controls. The secondary antibodies 

used were: ECL anti-mouse igG horseradish peroxidase (HRP)-conjugated (NA9310; GE 

Biosciences; 1:7500), anti-rabbit igG HRP-conjugated (NA9340; GE Biosciences; 1:7500), anti-

goat igG HRP-conjugated (A9452; Sigma; 1:7500) and anti-chicken igG HRP-conjugated (62-

3120; Zymed; 1:3000). Western blot analyses were performed using a Hybond ECL membrane (GE 

Biosciences) and profiles were detected using the ECL detection system (GE Biosciences) 

according to standard procedures. 

H358/TetOn/p53 xenografted mouse model 

Following the guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committee, the animals were 

regularly monitored for signs of illness or suffering (lack of normal grooming and avoidance 

behaviors). Human lung adenocarcinoma H358/TetOn/p53 cells were harvested from culture, and 

20×106 cells (in 200 µL sterile PBS) were injected subcutaneously in 6-week-old female NMRI 

nude mice (Janvier breeding, Le Genest Saint Isle, France) (s = 18 mice). Eight weeks later, when 

tumor diameters ranged from 5 to 10 mm, the mice were randomized into two groups (n=9) 

according to tumor volume. Three control mice (without tumor xenograft) were added to each 

group. As previously described, one group of mice was exposed to doxycycline (2 mg/mL) added to 

the drinking water for 3 days; the other group was untreated during the same period 28. 

Three days after the beginning of treatment, the mice were injected intravenously with heparin (50 

UI, 10µL), blood was collected by intra cardiac sampling and was centrifuged at 500 g, 4°C for 20 
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 12 

min. Plasma was sampled and aliquots were stored at −80°C. Mice were sacrificed by cervical 

dislocation and tumors were excised, weighed, rinsed with PBS, and stored at −80°C. 

Animals were weighed and examined daily for signs of tumor growth. The tumors were measured 

once a week in two perpendicular diameters. The volume was calculated as follows: a × b2 × 0.5, 

where ‘a’ and ‘b’ are the largest and smallest diameters, respectively.  

Quantitative assays for human GDF-15, FGF-19, and VEGF using ELISA 

Proteins from the tumors were extracted in pre-chilled RIPA buffer (Mbiotech) containing a 

protease inhibitor cocktail (Complete, Roche) using a dispersing instrument Ultra-Turrax T8 (Ika 

Labortechnik) on ice, vortexed, and sonicated. The homogenate was kept on ice for 10 min and 

centrifuged at 12,000 g, 4°C for 20 min. The supernatant was transferred into a new tube and stored 

at −20°C. The total protein amount was determined using a standard Bradford protein assay 

(Thermo Scientific). For ELISA, total protein extracts were adjusted to 1 mg/mL. Plasma and 

protein extracts from the tumors were used for the analysis of GDF-15, FGF-19, and VEGF 

secretion from the human NSCLC H358/TetOn/p53 cells using the DuoSet Human GDF-15, 

Quantikine Human FGF-19, and VEGF Immunoassay Kits (R&D Systems) following the 

manufacturer’s protocols. The assays are based on the quantitative sandwich enzyme immunoassay 

employing monoclonal antibody, specific for human GDF-15, FGF-19, and VEGF pre-coated onto 

a microplate for solid-phase ELISA. The protein concentrations were extrapolated from the 

standard curve generated using recombinant human proteins. ELISA results are presented as the 

mean ± SD of several biological replicates (n ≥ 6). Statistical significance was determined using the 

nonparametric Mann-Whitney test. 

Bioinformatics and annotation 

The predicted secretion pathways of proteins were studied with the SignalP software 

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) for the classical secretion pathway 37, 38 and SecretomeP 

software (www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) for the non-classical secretion pathway 39. 
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Interactions between p53 and p53-influenced proteins, and the relationship between these proteins 

and tumorigenic processes, were obtained from a review of the literature. 

 

Results 

Effect of p53 expression in the H358/TetOn/p53 cell line 

The secreted proteins modulated by p53 and involved in the tumor-stroma interactions of the lung 

cancer cells were studied from the p53-null human non-small cell lung adenocarcinoma H358 cell 

line. This cell line was stably transfected with a wild type p53 cDNA construct under the positive 

control of a tetracycline-dependent promoter (H358/TetOn/p53) 27, 28. Doxycycline induces the 

expression of wt-p53 in the H358/TetOn/p53 cell line and the biological activity of p53 was 

assessed by its ability to up-regulate its transcriptional target p21 (Figure 1A). To verify that serum-

free medium combined to p53 expression did not induce H358 cells apoptosis, we measured the 

proteolytic activation of procaspase-3 by flow cytometric analysis (Figure 1B). We did not observe 

any significant difference between control and doxycyclin treated cells. 

P53-modulated secretome analysis by iTRAQ labeling 

Tryptic digests from secretome samples of H358/TetOn/p53 cells induced or not for p53 expression 

were specifically labeled with iTRAQ tags. We identified 1,430 proteins with a ProteinPilot Score 

greater than 2 (one or more peptides matched with > 99% confidence) and 909 proteins with a score 

greater than 4 (two or more distinct peptides matched with > 99% confidence) in the secretome of 

the H358/TetOn/p53 cells (see Supplemental Table S1). The criteria used were optimal because the 

estimated peptide false-positive rate was 0.14%. Ninety-one proteins have a secretion level 

significantly influenced by wt p53 expression. Forty seven proteins have enhanced (Table 1) and 44 

proteins have reduced (Table 2) accumulation in conditioned medium (CM) upon p53 induction. 

Replicates were used to achieve accurate statistical analysis. The ratios listed are an average 

between three replicates and standard deviations are rather low (SD ≤ 15%) (Tables 1 and 2). 
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p53-modulated secretome analysis by two-dimensional electrophoresis (2-DE) 

We studied the influence of p53 on PTMs in the H358/TetOn/p53 secretome by 2-DE analysis of 

secreted proteins. Triplicates for each condition were used to ensure reproducibility 40. We found an 

average of more than 600 protein spots on each gel; 316 spots were successfully identified for a 

total of 184 individual proteins. Only two proteins were not identified by the iTRAQ approach. A 

semi-quantitative analysis of the differential secretome between p53-deficient and wt p53 re-

expressing H358/TetOn/p53 cells was performed by comparing spot volume (%V) using the 

ImageMaster software. An example of an accumulated protein upon p53 expression is given with 

Serpin B5 (Figure 2A). Although many PTM states were resolved in 2D gels, we did not identify 

any p53-dependent alterations of these PTMs. For instance, Kallikrein-6 glycoprotein was observed 

under different glycosylation states, but all these forms were underexpressed in the same way upon 

p53 expression (Figure 2B). We identified 15 proteins with p53-modulated expression. These 

proteins were also found to be modulated by p53 in the iTRAQ analysis (Tables 1, 2). 

Mode of release of p53-modulated proteins in CM 

The primary sequences from the secreted proteins identified in CM upon p53 induction were 

analyzed with SignalP and SecretomeP. Among the 47 proteins with enhanced accumulation, 34 

(72.3%) were predicted to have a signal peptide specific to the classical secretion pathway or to be 

secreted by the non-classical pathway. Thirteen proteins (27.7%) were secreted by an unknown or 

exosome pathway. Among the 44 proteins with reduced accumulation, 41 (93.2%) were predicted to 

have a signal peptide specific to the classical secretion pathway or to be secreted by a non-classical 

pathway. Three proteins (6.8%) were secreted by an unknown or exosome pathway (Figure 3, 

Tables 1 and 2). These results are algorithm predictions. Indeed, the presence of a signal peptide is 

not necessarily a sufficient condition for the secretion of proteins. For instance, the proteins targeted 

to the plasma membrane usually have a signal peptide or a signal anchor responsible for their 

insertion in the membrane of the reticulum endoplasmic. Nevertheless, the plasma membrane 

proteins could be released in the extracellular medium, for example, by proteolysis. 

Page 14 of 45

ACS Paragon Plus Environment

Journal of Proteome Research

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

                                                                        - 166 -



 15 

Functional analysis of p53-modulated secreted proteins 

We investigated the relationship between the p53-modulated secreted proteins, p53, and 

tumorigenic processes. Among the 47 proteins with enhanced accumulation in CM upon p53 

induction, 15 were previously described to be induced by p53, such as serpin B5, insulin-like 

growth factor-binding protein 3 (IGF-BP3), putative quinone oxidoreductase, and 

growth/differentiation factor 15 (GDF-15) 41-48. On the other hand, among the 44 proteins with 

reduced accumulation in CM upon p53 induction, 12 were previously described to be repressed by 

p53, such as tissue and urokinase plasminogen activator, vascular endothelial growth factor 

(VEGF), and osteopontin 49-52 (Tables 1 and 2). 

The relationship between p53-modulated secreted proteins and tumorigenic processes has been also 

studied. Among the 47 proteins with enhanced accumulation in CM upon p53 induction, 21 were 

previously described to be implicated in apoptosis and/or cell cycle arrest, three in inhibition of 

angiogenesis, and nine in inhibition of metastasis/invasion processes (Figure 4, Supplemental Table 

S2). Conversely, among the 44 proteins with reduced accumulation in CM upon p53 induction, 16 

are implicated in cell proliferation and survival, 12 in enhanced angiogenesis, and 26 in enhanced 

metastasis/invasion processes (Figure 4, Supplemental Table S2). 

Validation of proteomic results by Western blot analysis 

To validate our results, 16 identified proteins were analyzed by Western blot (Figure 5A). Alpha-

enolase (ENO1) and superoxide dismutase 1 (SOD1) were used as a loading control since their 

levels were not found to be increased by wt p53. Four proteins, in which putative quinone 

oxidoreductase (PIG3) and GDF-15 were found to have enhanced accumulation in CM upon p53 

induction, were effectively confirmed by Western blot. Ten proteins, in which VEGF, FGF-19, and 

kallikrein-6 (KLK6) were found to have reduced accumulation, were also validated by Western 

blot. These data show that our proteomic analysis with iTRAQ and 2-DE can be used to reliably 

identify differential expression of proteins released in the CM (Tables 1 and 2). We also conducted 
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a control experiment to confirm that the modulation of proteins released depended only on the 

expression of p53 and did not result from a direct effect of doxycycline (Figure 5B). 

 

Expression levels of GDF-15, VEGF, and FGF-19 proteins in H358/TetOn/p53 tumor 

xenograft mice tissues and in plasma 

p53 expression in H358 xenograft mice was induced or not induced by the addition of doxycycline, 

and the biological activity of restored p53 was assessed by its ability to up regulate its main 

transcriptional target p21waf1-cip1 (Figure 6). GDF-15, VEGF, and FGF-19 proteins were measured in 

total tumor protein extracts using human-specific ELISA kits. For these proteins, we confirmed the 

influence of p53 on their expression. Indeed, GDF-15 was expressed 2.9-fold higher in total protein 

extracts from xenograft mice without induction of p53 (Figure 7A). In contrast, VEGF and FGF-19 

had a ratio of 0.40 and 0.26, respectively (Figure 7B and 7C). Since proteins secreted by tumor cells 

could enter the blood stream, we also analyzed their levels in blood plasma using human-specific 

ELISA kits. The levels of human GDF-15 in the plasma of mice were much higher in the 

doxycycline-treated xenograft-bearing mice than in the non-induced xenograft-bearing mice (Figure 

7D). Interestingly, control mice without H358 xenografts had no signal on ELISA, with or without 

doxycycline treatment. Thus, the antibodies used did not cross-react with the mice plasma proteins. 

The levels of human VEGF and FGF-19 in the plasma were too low to be detected and measured. 
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Discussion 

In this study, we used a human p53-deficient non-small cell lung adenocarcinoma cell line 

transfected by a TetOn/p53 plasmid to allow wt p53-inducible expression. Using iTRAQ and 2-DE 

semi-quantitative proteomics approaches, we studied the variation of the H358/TetOn/p53 

secretome in reaction to p53 expression. The identification of proteins by 2-DE and iTRAQ 

processes matched. Indeed, 182 out of 184 proteins identified with the 2-DE process were also 

found with the iTRAQ approach. With the 2-DE approach, we identified many fewer proteins than 

with the iTRAQ approach (184 proteins versus 909). This was probably due to the limitations of the 

2-DE technique: the proteins with low or high pI and molecular weights are difficult to visualize 

and the sensitivity of the staining is also a limiting factor. Our analysis identified 91 secreted 

proteins whose extracellular level is modulated by p53, 47 being over expressed and 44 under 

expressed in CM in response to wt-p53 expression. The modulation of secreted proteins by p53 was 

validated for some targets to abolish a potential direct effect of doxycycline. Recent proteomics data 

obtained on this cell line in the laboratory from the analysis of different cellular compartments 

confirmed that doxycycline it-self does not have any effect on the expression of proteins modified 

by p53. 

The mechanism through which p53 might regulate the secretion of proteins is currently unknown. 

p53 has transcription-dependent effects that could be direct or indirect, i.e., mediated by p53 itself 

or by one or several transcriptional targets of p53. It is also conceivable that p53 regulates specific 

proteins directly in a transcription-independent manner by affecting their stability or secretion. 

Analysis of the p53-modulated secretome provides information on both transcription-dependent and 

independent regulations. 

Among the 91 p53-modulated secreted proteins, 15 are transcriptional targets previously shown to 

be induced and 12 to be repressed by p53 (see references in Tables 1 and 2). To examine whether 

the CM levels of the other secreted proteins identified were regulated by p53 at the gene expression 
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level, it would be interesting to study the differential expression of their mRNAs by microarrays or 

quantitative PCR in the H358 cell line. This kind of analysis has not been previously reported for 

the p53-dependent gene targets in the H358 cell line. Such a transcriptomic study was conducted on 

the 2024 glioma cell line 19. The comparison of these transcriptomic results with the proteomics 

results obtained for the same cell line did not correlate and the authors concluded that p53 could act 

essentially by non-transcriptional regulation. 

The p53-modulated secreted proteins may be regulated indirectly through transcription-independent 

mechanisms such as changes in protein stability and localization, or the modulation of proteolytic 

degradation. p53 could potentially affect protein stability and/or secretion through regulation of 

PTMs, for example, phosphorylation, glycosylation, acetylation, and hydroxylation, which may 

mark some proteins either for degradation or for localization 53. To investigate the influence of p53 

on PTMs, we used 2-DE. Nevertheless, no p53-dependent alteration of PTMs in the secretome was 

identified. Alternatively, p53 may be also involved in the regulation of secretory pathways. Proteins 

could be released to the extracellular compartment via three different secretion pathways: a classical 

secretion pathway, a non-classical secretion pathway, and an exosome pathway 21. The classical 

secretion pathway is mediated by a signal peptide at the N-terminus of the protein. The non-

classical pathway corresponds to the secretion of proteins without signal peptide that can be 

released by a flip-flop mechanism, endosomal recycling, proteolysis, through a membrane 

transporter, or by other unknown processes. The third secretion pathway corresponds to the release 

of exosomes that is to say the exocytosis of membranous vesicles. Ubiquitously expressed 

molecules such as enzymes of the intracellular metabolism, cytoskeletal and chaperones proteins 

are exosome constituents. A previous study reported 295 proteins secreted by the exosome pathway 

54. We identified 129 of them, such as alpha-enolase, heat shock 70 kDa protein, destrin, or 

triosephosphate isomerase. Most of secreted proteins negatively regulated by p53 were released 

through classical pathway (86.4%). In the other hand, 48.9% of proteins positively regulated were 

released through this pathway. p53 could alter the secretion rate of intracellular proteins through 
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either an increased release of specific proteins or through up regulation of a particular non-classical 

secretory pathway. Recent evidences suggest that p53 may act as a general regulator of the exosome 

pathway 55. The authors demonstrated the ability of p53 to transcribe the TSAP6 gene whose 

product is sufficient to induce the secretion of exosomes in vitro, and they considered p53 as a 

general regulator of this pathway. They showed, for instance, that the majority of serpin B5 reaches 

the extracellular space via exosomes. Hence, the increase in proteins secreted by an unknown or a 

non-classical pathway observed when p53 is expressed could be explained by a role of p53 on 

exosome secretion mechanisms. Moreover, some p53-modulated proteins found are membrane 

proteins or bound to membrane proteins, so they could be partially released in CM by proteolysis. 

The tumor-suppressive protein p53 plays a central role by down regulating many tumorigenic 

processes such as metastasis, invasion, angiogenesis, cell survival, and cell proliferation 56. 

Metastasis and invasion processes utilize similar strategies, involving changes in the cell-to-cell and 

cell-to-extracellular matrix (ECM) interactions, and the activation of extracellular proteases 5. The 

ability of tumor cells to digest the ECM by secreting proteolytic enzymes is recognized to correlate 

with their tissue invasiveness 57. The proteolytic network implicates the serine-protease system of 

urokinase plasminogen activator (uPA), uPA receptor (uPAR) and plasminogen, which results in 

the activation of latent matrix metalloproteinases (MMPs) and is mainly responsible of ECM 

degradation. Interestingly, this pathway seems to be implicated when p53 is not expressed in 

H358/TetOn/p53 cell line. Indeed, uPA, tissue plasminogen activator (tPA) tenascin and TGF- β, all 

implicated in the ECM degradation, are over-expressed in absence of p53. Even if we did not 

identify MMPs in the secretome, their general inhibitors (TIMPs 1 and 2) are over-expressed in 

absence of p53, probably to counterbalance the up regulation of MMPs. We identified others 

proteases up-regulated in secretome in absence of p53, for example kallikrein-6 that belongs to the 

kallikrein superfamily of serine proteases family and have been shown to play a role in ECM 

degradation 58. On the other hand, two protease inhibitors (leukocyte elastase inhibitor and serpin 

B5) are up regulated in presence of p53. Some proteins are involved in cell adhesion and may 
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participate to the cell adhesion changes. For example, E-cadherin, cadherin-6 (K-cadherin), 

cadherin-related tumor suppressor, catenins or ephrin A1 are up-regulated, and cadherin-2 (N-

cadherin) is down-regulated when p53 was expressed. The invasion processes involve also 

morphological changes called epithelial-mesenchymal transition (EMT) 59. We noted some 

characteristic of EMT in the H358/TetOn/p53 cell line in absence of p53 such as the down 

regulation of E-cadherin and the up regulation of N-cadherin that promote tumor cells migration 

and mobility. Consequently, our results support the role of p53 in the inhibition of the 

metastasis/invasion processes by the modulation of proteolytic cascades and cells interactions. 

p53 plays also a role in the modulation of angiogenesis process. Indeed, VEGF and TGF-β, 2 

growth factors implicated in angiogenesis, are down-regulated when p53 is expressed. We also 

observed the down-regulation of interleukin-8 and IGF-II, two pro-angiogenic factors. At the 

opposite, the anti-angiogenic protein serpin-B5 is up-regulated when p53 is expressed. 

p53 affects cell survival and proliferation too. Moreover, some proteins involved in tumor 

proliferation arrest or apoptosis are up regulated in the CM from H358/TetOn/p53 cells after wt-p53 

induction (e.g., 14-3-3 proteins, IGFBP3, GDF-15, and putative quinone oxidoreductase), whereas 

proteins increasing cell proliferation and survival are down regulated (e.g., amphiregulin and 

interleukin-8). This cell cycle arrest by p53 is consistent with our previously published results 27. 

This current proteomic analysis gives a comprehensive and global view of the p53-modulated 

secreted proteins correlated with p53 tumor suppressor function. Overall, many up regulated 

secreted proteins upon p53 expression prevent tumorigenesis. Conversely, in p53-deficient cells, we 

observed over secretion of proteins involved in the progression of tumorigenesis. For most of them, 

this is the first study in which a relationship with p53 has been shown. 

Some proteins modulated by p53 are poorly described in the literature and could be interesting 

targets for further analysis. For instance, FGF-19 that belongs to the fibroblast growth factors 

family is a particular protein that binds only one receptor, the FGF receptor 4 60. Desnoyers and al. 

have recently demonstrated that this protein is over-expressed in many tumors, in which lung 
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tumors and that it is implicated in tumor progression. The FGFs are closely regulated by the 

chaperones FGF-binding proteins (FGF-BP) 61 that are often up regulated in cancers 62, 63. We found 

that FGF-BP1 is greatly down-regulated in presence of p53. This protein is poorly studied and 

could play important roles, especially by an interaction with FGF-19. A last example is the ZIP10 

zinc transporter. Studies have demonstrated the role of zinc flow in cancer progression. ZIP10 has 

been poorly described but Kagara and al. found that it could be implicated in breast tumor 

progression 64. Further studies on these proteins could be consequently very promising. 

The influence of p53 on the secretome was demonstrated in vivo with a xenograft mouse model for 

three proteins: GDF-15, VEGF, and FGF-19. Moreover, we noted that the proteins modulation by 

p53 were very similar with the iTRAQ ratios obtained in vitro. GDF-15 has a ratio of 2.9 (vs 2.8 

using iTRAQ), VEGF of 0.40 (vs 0.34), and FGF-19 of 0.26 (vs 0.30). As tumor-secreted proteins 

could enter the blood stream, we also analyzed their levels in blood plasma. Interestingly, the levels 

of GDF-15 expression in blood plasma correlated with their in vitro expression. FGF-19 and VEGF 

concentrations were below detection levels. This is the first report to establish a connection between 

the in vitro cell line secretome and the presence of these proteins in vivo in the plasma. 

This study may be helpful for the discovery of new potential lung cancer markers or therapeutic 

targets. The discovery of such molecules directly in blood is difficult because of their very low 

concentrations. We showed here that secretome obtained in vitro may reflect the release of proteins 

from tumors in vivo, as suggested by our xenograft mouse model. Consequently, such a differential 

“secretomics” approach could be used as an alternative methodology for identifying putative tumor 

markers. 

In conclusion, we developed an original analytical process efficient for the differential study of the 

p53-influenced secretome. This approach allowed us to identify the most complete secretome list to 

date, in which 91 are p53-modulated secreted proteins. This study provides more informations on 

the influence of p53 in the modulation of cell-to-cell and cell-to-stroma interactions by the 
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differential release of proteins. Finally, we demonstrated for the first time that proteins of tumor 

cells secretome could be released into the blood stream. 
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FIGURES LEGENDS 
 

Figure 1: Effect of p53 expression in the H358/TetOn/p53 cell line. 

(A) Western-blot was realized on total proteins extracts of p53-null H358 cell line cultivated in 

serum-free medium with or without doxycycline treatment during 72h. The Western blot showed 

wt-p53 induction following doxycycline treatment and the downstream activation of the cell cycle 

inhibitor p21 protein. 

(B) Flow cytometry analysis of apoptosis in H358/TetON/p53 cells incubated for 72 h in the 

presence or absence of 1 µg/mL doxycycline in serum-free medium. H358 cells are also treated for 

72 h with 1 µM staurosporine (positive control for apoptosis). Proteolytic activation of procaspase-3 

is observed with PE Caspase-3 Active Apoptosis Kit of BD Pharmingen.  

 

Figure 2: Enlargement of two-dimensional electrophoresis profiles obtained for examples of 

p53-modulated secreted proteins. 

Proteins of the conditioned medium from H358/TetOn/p53 cells with or without doxycycline 

induction were analyzed by 2-DE using linear IPG strips pH 4–7 and 11% SDS-PAGE. In these 

examples, the protein spots indicated show (A) the upregulation of Serpin B5 in response to wt-p53 

induction and (B) upregulation of the quinone oxidoreductase (black arrow) and the downregulation 

of kallikrein-6 (black circle) in response to wt-p53 induction. 

 

Figure 3: Distribution of p53-modulated secreted proteins according to their secretion 

pathways: classical secretion, nonclassical secretion, and unknown or exosome pathways. 

Secretion pathways of proteins with enhanced accumulation in conditioned medium upon p53 

induction are shown on the left. Secretion pathways of proteins with reduced accumulation in 

conditioned medium upon p53 induction are shown on the right. The mode of secretion of the 

proteins was predicted by SignalP software for the classical secretion pathway and SecretomeP 
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software for the nonclassical secretion pathway. *: 10 of these 13 proteins secreted by an unknown 

pathway are membrane proteins or are bound to membrane proteins. 

 

Figure 4: Diagram representing the relationship between p53-modulated secreted proteins 

and tumorigenic processes. Proteins with enhanced or reduced accumulation in the conditioned 

medium upon p53 induction are shown in black and gray, respectively. Proteins that promote 

tumorigenic processes are represented with positive values and proteins that inhibit these processes 

have negative values. 

 

Figure 5: Verification of secretome protein expression by Western blotting. 

(A) Western blots were performed using concentrated serum-free CM collected after 72 h from 

H358/TetOn/p53 cells with or without doxycycline addition. Differential expression of fibroblast 

growth factor-binding protein 1 (FGFBP1), fibroblast growth factor 19 (FGF19), tissue-type 

plasminogen activator (TPA), gamma-glutamyl hydrolase (GGH), vascular endothelial growth 

factor A (VEGF), clusterin (CLUS), kallikrein-6 (KLK6), insulin-like growth factor II (IGF-II), 

epididymal secretory protein E1 (NPC2), interleukin-8 (IL8), quinone oxidoreductase (PIG3), 

growth/differentiation factor 15 (GDF15), phospholipid transfer protein (PLTP), insulin-like growth 

factor-binding protein 3 (IGFBP3) in response to wt-p53 expression was examined. Alpha-enolase 

(ENO1) and superoxide dismutase 1 (SOD1) served as loading control and remained unchanged. 

(B) Western blot controls for doxycycline effect were performed using concentrated serum-free CM 

collected after 72 h of doxycycline treatment from H358 (control for dox) and H358/TetOn/p53 

cells with or without doxycycline addition. Differential expression of GDF-15, PLTP, TPA, and 

FGF-19 in response to wt-p53 expression was examined. ENO1 served as a loading control and 

remained unchanged. 
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Figure 6: p53 expression in the H358/TetOn/p53 tumor xenograft mice tissues 

Western blots were performed using total tumor protein extracts for all the mice in each group. The 

Western blots showed wt-p53 induction following doxycycline treatment and the downstream 

activation of the cell cycle inhibitor p21waf1-cip1 protein (example for four mice of each group).  

 

Figure 7: Expression levels of GDF-15, VEGF, and FGF-19 proteins in H358/TetOn/p53 

tumor xenograft mice tissues and in plasma using ELISA. 

(A) Levels of GDF-15 protein in total tumor proteins extracts (in ng per mg of total proteins). Mean 

± SD (n=9), p < 0.001, versus control. (B) Levels of GDF-15 protein in plasma samples (in pg/mL 

plasma). Mean ± SD (n=7 for xenograft plasma samples and n=3 for control plasma samples), p < 

0.001, versus control. (C) Levels of VEGF protein in total tumor protein extracts (in ng per mg of 

total proteins). Mean ± SD (n=9), p < 0.01, versus control. (D) Levels of FGF-19 protein in total 

tumor protein extracts (in pg per mg of total proteins). Mean ± SD (n=6), p < 0.01, versus control. 

H358 p53+ and H358 p53−: tumor or plasma samples of H358/TetOn/p53 xenograft mice with or 

without doxycycline treatment. Control dox+ and dox−: control mice with or without doxycycline 

treatment. 
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Résultats 
 

 

6. Résultats complémentaires 

6.1. Dosage des protéines GDF-15, FGF-19 et Kallikrein-6 dans les échantillons de 

secretome de la lignée H358/TetOn/p53 

Le dosage des protéines GDF-15, FGF-19 et Kallikrein-6 a été réalisé par ELISA pour différentes 

préparations d’échantillons « secretome » (Tableau 8). Ces dosages permettent d’établir des ratios 

d’expression qui confirment les variations déterminées en protéomique (Figure 64 A, B, C et 

Tableau 8). 

Il est par ailleurs intéressant de constater que ces rapports sont très similaires de ceux 

précédemment obtenus en iTRAQ (Figure 64D). Ce résultat démontre l’efficacité de l’approche 

iTRAQ pour mettre en valeur des variations d’expression protéiques entre différentes conditions. 

A

Echantillons S1_p53 S1 S2_p53 S2 S3_p53 S3 S4_p53 S4
[GDF-15] (µg/mg prot. tot.) 4,94 0,28 2,57 0,47 3,13 1,27 4,46 0,97

Ratio p53+/p53-

B
Echantillons S1_p53 S1 S2_p53 S2 S3_p53 S3 S4_p53 S4

[FGF-19] (ng/mg prot. tot.) 15,2 46,6 9,4 46,8 12,6 42,7 - -

Ratio p53+/p53-

C

Echantillons S1_p53 S1 S2_p53 S2 S3_p53 S3 S4_p53 S4

[KLK6] (µg/mg prot. tot.) 30,1 84,4 16,0 45,1 21,5 83,3 - -

Ratio p53+/p53-

GDF-15 (Secretome)

FGF-19 (Secretome)

KLK6 (Secretome)

0,36 0,35 0,26 -

0,33 0,20 0,30 -

17,78 5,44 2,46 4,61

 

Tableau 8 : Dosages ELISA des protéines GDF-15 (A), FGF-19 (B) et Kallikrein-6 (C) dans des échantillons 
« secretome » après ou non ré-expression de p53 par les cellules H358/TetOn/p53. 

Les concentrations sont rapportées pour 1 mg de protéines totales. Les ratios p53+/p53- représentent les 
rapports de concentration entre les échantillons exprimant ou non p53. 
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A

ELISA iTRAQ
GDF-15 4,17 2,76
FGF-19 0,28 0,30
KLK6 0,32 0,39

Ratios p53+/p53-

B

0

1

2

3

4

5

H358 p53- H358 p53+

G
D

F-
15

 le
ve

ls
 in

 s
ec

re
to

m
e 

sa
m

pl
es

 (µ
g/

m
g)

GDF-15 (Secretome)

0

10

20

30

40

50

60

H358 p53- H358 p53+

FG
F-

19
 le

ve
ls

 in
 s

ec
re

to
m

e 
sa

m
pl

es
 (n

g/
m

g)

FGF-19 (Secretome)

0

20

40

60

80

100

H358 p53- H358 p53+

K
LK

6 
le

ve
ls

 in
 s

ec
re

to
m

e 
sa

m
pl

es
 (µ

g/
m

g)

KLK6 (Secretome)

C D

 

Figure 64 : Niveaux d’expression des protéines GDF-15, Kallikrein-6 et FGF-19 dans le secretome des cellules 
H358/TetOn/p53. 

(A) Niveaux d’expression de GDF-15 dans le secretome (en µg/mg de protéines totales). Moyenne ± écart type 
(n=4). (B) Niveaux d’expression de Kallikrein-6 dans le secretome (en µg/mg de protéines totales). Moyenne ± 
écart type (n=3). (C) Niveaux d’expression de FGF-19 dans le secretome (en ng/mg de protéines totales). 
Moyenne ± écart type (n=3). (D) Tableau comparatif des ratios déterminés après ELISA et iTRAQ. 
H358 p53+ : Secretome de la lignée H358 après induction de p53. H358 p53- : Secretome de la lignée H358 
sans induction de p53. 

6.2. Autres analyses bioinformatiques des données 

6.2.1. PLIPS et le croisement des données protéomique 

Les études protéomiques génèrent généralement des listes assez énormes de protéines. Parmi 

celles-ci, certaines apparaissent très fréquemment (les protéines de ménage) et ne sont donc pas 

du tout spécifique de l’étude réalisée. Des protéines comme la vimentine ou des protéines de 

l’inflammation sont, par exemple, souvent exprimées de façon différentielle dans les études et 

semblent donc varier quelque soit le stress appliqué. D’autres sont des contaminants souvent 

retrouvés (histones, kératines). 

Dans le but d’évaluer la pertinence des protéines modulées par p53 identifiées dans le secretome 

des cellules H358, nous avons analysé l’antériorité de leur caractérisation dans les précédentes 

études protéomiques. 
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Le programme PLIPS (Protein Lists Identified in Proteomics Studies), récemment développé par 

Antonov et al., permet de confronter des listes protéiques aux données présentes dans près de 

1000 études protéomiques précédentes et ainsi voir leur redondance [265]. 

Certaines protéines telles que la vimentine, l’histone H4 ou la clusterin ne sont pas du tout propre 

à notre étude (respectivement identifiées dans 119, 41 et 63 publications en protéomique). Au 

contraire, les protéines les plus influencées sont beaucoup plus spécifiques à notre étude. FGF-19, 

FGF-BP1, PIG3 ou la cadhérine-6 sont, par exemple, retrouvées dans aucune autre étude, et 

ZIP10, tPA, GDF-15 et VEGF dans un nombre très limité, respectivement 4, 3, 6 et 3 études. 

6.2.2. Ingenuity systems 

Le logiciel Ingenuity, commercialisé par Ingenuity systems, permet notamment de rechercher les 

relations entre les membres d’une liste protéique par l’interprétation des données de la littérature. 

Une telle analyse a été effectuée pour les 47 protéines surexprimées et les 44 sous-exprimées en 

présence de p53 dans le secretome (Figure 65). Les interactions ou modulations entre ces 

protéines sont représentées par une flèche. Un lien direct vers les publications ayant caractérisés 

ce lien est disponible et permet d’expliciter la relation entre les différentes protéines du réseau. 

Les liens connus entre les protéines et les procédés cellulaires ou pathologiques d’intérêts sont 

également accessibles grâce à ce logiciel. Cette possibilité n’a pas été approfondie dans notre 

étude. 

Les voies générées établissent clairement p53 au centre de chacun des deux réseaux. 

A B

 

Figure 65 : Relation entre p53 et les protéines différentielles du secretome des cellules H358 établi par le 
logiciel Ingenuity. 

A. Relation entre p53 et les protéines surexprimées dans le secretome. 

B. Relation entre p53 et les protéines sous-exprimées dans le secretome. 

                                                                        - 211 -



Résultats 
 

 

6.3. Etude de l’influence de p53 sur la modulation d’autres sous-protéomes de la 

lignée H358/TetOn/p53 

L’étude de l’influence de p53 sur la modulation du protéome cytosolique et du protéome des 

membranes & organelles (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondries,…) a été 

réalisée. 

L’analyse du protéome cytosolique a pour but de s’assurer de la qualité de l’échantillon 

secretome. En effet, si ce dernier n'est pas contaminé par des protéines issues d'une lyse cellulaire 

anormale, chacun des deux sous-protéomes doit posséder une proportion significative de 

protéines qui lui sont propres. 

L’analyse du protéome des organelles et membranes est intéressante car les protéines sécrétées 

par la voie classique transitent par le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi avant leur 

sécrétion. De plus, l’analyse des protéines membranaires permettra d’identifier d'éventuels 

récepteurs des protéines sécrétées modulées par p53 et voir leur éventuelle régulation par p53. 

Les cellules H358/TetOn/p53 sont cultivées selon le même protocole que pour l’obtention de 

l’échantillon secretome, à la seule différence que du sérum de veau fœtal (SVF) est supplémenté 

au milieu de culture. En effet, les fractions protéiques étudiées ne risquent pas d’être contaminées 

par des protéines sériques car les cellules sont lavées au PBS avant l’extraction. 

L’extraction séquentielle des différents sous-protéomes est réalisée grâce au kit "ProteoExtract 

Subcellular Proteome Extraction" de Calbiochem. 

L’analyse différentielle de l'influence de p53 sur ces protéomes est faite par la méthode iTRAQ. 

Un kit iTRAQ 8-plex est utilisé pour augmenter la robustesse de nos résultats. Cette analyse 8-

plex est réalisée pour les échantillons cytosoliques et pour les échantillons des organites & 

membranes. 
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Les 8 conditions comparées sont les mêmes pour les deux expérimentations : 

‐ Tag 113 : échantillon « dox+ » (cellules H358 non transfectées par le plasmide TetOn/p53 

cultivées en présence de doxycycline). 

‐ Tag 114 : échantillon « S2E1dox- » (Préparation n°2 de cellules H358 TetOn/p53 

cultivées en absence de doxycycline, extraction n°1). 

‐ Tag 115 : échantillon « S2E2dox+ » (Préparation n°2 de cellules H358 TetOn/p53 

cultivées en présence de doxycycline, extraction n°2). 

‐ Tag 116 : échantillon « S1dox+ » (Préparation n°1 de cellules H358 TetOn/p53 cultivées 

en présence de doxycycline). 

‐ Tag 117 : échantillon « S2E2dox- » (Préparation n°2 de cellules H358 TetOn/p53 

cultivées en absence de doxycycline, extraction n°2). 

‐ Tag 118 : échantillon « S1dox- » (Préparation n°1 de cellules H358 TetOn/p53 cultivées 

en absence de doxycycline). 

‐ Tag 119 : échantillon « S2E1dox+ » (Préparation n°2 de cellules H358 TetOn/p53 

cultivées en présence de doxycycline, extraction n°1). 

‐ Tag 121 : échantillon « dox- » (cellules H358 non transfectées par le plasmide TetOn/p53 

cultivées en absence de doxycycline). 

 

Cette analyse 8-plex permet de réaliser, en une seule expérimentation, une étude différentielle 

robuste en minimisant les éventuels biais expérimentaux. En effet, la reproductibilité de 

l’extraction des protéines est testée en réalisant, en parallèle, deux extractions indépendantes pour 

une même préparation de cellules (« S2P1 » versus « S2P2 » : pics à 114, 115, 117, 119). La 

reproductibilité inter-cultures est aussi considérée en comparant les échantillons issus de cultures 

cellulaires indépendantes (« S1 » versus « S2 » : pics à 116, 118 versus pics à 114, 115, 117, 

119). Enfin, les éventuelles modifications d'expression dues à un effet doxycycline dépendant (et 

non p53-dépendant) sont éliminées en comparant les profils obtenus pour la lignée non 

transfectée soumise ou non à la doxycycline (« dox+ » versus « dox- » : pics à 113 versus 121). 

La variation d'expression d'une protéine est jugée indépendante de la doxycycline si le ratio 

113/121 est compris entre 0,8 et 1,25. Au final, seuls les résultats concordants pour ces 

différentes analyses sont jugés fiables, l’objectif étant d’augmenter la confiance dans nos résultats 

en éliminant un maximum de faux positifs. 

Les digestats marqués des 8 échantillons sont mélangés et séparés en 24 fractions par OFFGEL. 

Chacune des fractions est ensuite analysée en LC-MALDI-MS/MS. Ces études ont donné lieu à 
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l'identification de 820 protéines pour le sous-protéome « cytosol » et de 907 protéines pour la 

fraction « organelles & membranes ». 

La réalisation d’un diagramme de Venn entre les échantillons « secretome », « cytosol » et 

« organelles&membranes » montre que chaque sous-protéome possède une part de son contenu 

qui lui est propre (Figure 66A). En effet, près de la moitié des protéines identifiées est spécifique 

du sous-protéome étudié (40,2 % pour le secretome, 43,3 % pour le cytosol et 46,2 % pour les 

organites & membranes) (Figure 66B). Il n’est, par ailleurs, pas surprenant que certaines 

protéines soient présentes dans plusieurs fractions. Par exemple, les protéines sécrétées par la 

voie classique cheminent par le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Les protéines 

sécrétées par une voie non-classique ou exosomale sont généralement aussi présentes dans le 

cytosol. Enfin, certaines protéines peuvent avoir plusieurs localisations différentes. 

365

269

355

Secretome Cytosol

126

70149

419

Organelles / membranes

A BPrésence Nb prot %
Unique 365 40.2
Cytosol 126 13.9
Organites & Membranes 149 16.4
Organites & Membranes + Cytosol 269 29.6

TOTAL 909 100.0

Présence Nb prot %
Unique 355 43.3
Secretome 126 15.4
Organites & Membranes 70 8.5
Organites & Membranes + Secretome 269 32.8

TOTAL 820 100.0

Présence Nb prot %
Unique 419 46.2
Cytosol 70 7.7
Secretome 149 16.4
Cytosol + Secretome 269 29.7

TOTAL 907 100.0
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Cytosol
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Figure 66 : Comparaison de trois sous-protéomes de la lignée cellulaire H358/TetOn/p53. 

A. Tableaux d’analyse de la spécificité des protéines identifiées pour chacun des 3 sous-protéomes étudiés : 
Secretome ; Cytosol ; Organelles&Membranes. 
Unique : protéines retrouvées uniquement dans le sous-protéome considéré. Pour chaque sous-protéome, la 
proportion de protéines retrouvées dans les autres sous-protéomes est renseignée. Les résultats sont indiqués 
sous forme de nombre de protéines (Nb prot) et de pourcentage (%). 

B. Représentation sous forme de diagramme de Venn de la répartition de l’ensemble des protéines identifiées 
pour chacun des 3 sous-protéomes : Secretome ; Cytosol ; Organelles&Membranes. 
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6.3.1. Sous-protéome cytosolique 

- 820 protéines ont été identifiées dans l’échantillon « Cytosol », parmi lesquelles 31 sont 

modulées par p53 : 25 sont surexprimées et 6 sous-exprimées en présence de p53 (Tableau 9). 

- La purification de l'échantillon est correcte puisque 30 des 31 protéines différentielles ont été 

préalablement décrites comme localisées (au moins en partie) dans le cytosol (Tableau 9). 

- Parmi les protéines surexprimées en présence de p53, 5 sur 25 sont des cibles transcriptionnelles 

de p53 préalablement décrites : Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 B, Putative 

quinone oxidoreductase, Serpin B5, Protein S100-A6 et Adenylate kinase 1 (Tableau 9). A 

l'inverse, 1 des 6 protéines sous-exprimées (Stathmin) est réprimée par p53 (Tableau 9). Comme 

pour l'étude secretome, cette information augmente la confiance dans les résultats observés. 

- 8 protéines sur les 31 différentielles sont également retrouvées dans les 91 protéines du 

secretome modulées par p53. Dans les deux sous-protéomes, ces 8 protéines varient de façon 

similaire (Tableau 9 et Tableaux 1 et 2 de la publication). 

A 

Nom No. 
Access. 

Ratio 
+/- SD Ratio 

dox Loc. p53 Secr.

Stathmin P16949 0.62 0.05 0.92 C R X 
Novel protein similar to prothymosin alpha Q5VYG3 0.71 0.09 0.98 U   
Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase P61457 0.71 0.10 1.25 C   
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase O43175 0.73 0.03 0.94 C+S   
Asparagine synthetase P08243 0.77 0.07 0.92 C   
Myoglobin  B0QYF8 0.78 0.14 0.93 C   
 
B        

Nom No. 
Access. 

Ratio 
+/- SD Ratio 

dox Loc. p53 Secr.

Ribonucleoside-diphosphate reductase 
subunit M2 B Q7LG56 2.69 0.10 1.05 C I  

Putative quinone oxidoreductase Q53FA7 2.30 0.19 0.84 C+S 
(NC) I X 

Serpin B5 P36952 1.60 0.17 0.96 S+exo I X 
Putative uncharacterized protein 
DKFZp686G1675 Q7Z3A2 1.52 0.11 0.95 C   

Gelsolin P06396 1.48 0.08 1.07 C L  
Basic leucine zipper and W2 domain-
containing protein 1 Q7L1Q6 1.43 0.28 0.76 C   

Protein S100-A6 P06703 1.43 0.03 0.88 C+S 
(NC)+exo I X 

Cathepsin D P07339 1.42 0.24 1.46 C+S   
UDP-glucose 4-epimerase Q14376 1.42 0.08 0.98 C   
Tubulin beta-6 chain Q9BUF5 1.42 0.17 1.16 C   
Annexin A4 P09525 1.42 0.05 1.09 C   
14 kDa phosphohistidine phosphatase Q9NRX4 1.42 0.18 0.93 C   
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Adenylate kinase 1 Q5T9B7 1.39 0.18 0.93 C+S 
(NC) I X 

Vasodilator-stimulated phosphoprotein P50552 1.37 0.12 0.83 C   
Plectin 1 Q6S383 1.37 0.14 0.99 C+exo  X 
cAMP-dependent protein kinase type I-
alpha regulatory subunit P10644 1.36 0.17 1.08 C   

Echinoderm microtubule-associated 
protein-like 2 O95834 1.35 0.09 1.06 C   

Adseverin Q9Y6U3 1.35 0.13 1.16 C   
Interferon-induced 17 kDa protein P05161 1.32 0.10 0.98 C   

EH domain-containing protein 1 Q9H4M9 1.30 0.13 0.96 exo+mb 
(C side)  X 

Protein S100-A11 P31949 1.27 0.06 0.85 C   
Myosin light polypeptide 6 P60660 1.26 0.12 0.69 C   
Actin-related protein 3 P61158 1.24 0.11 0.82 C   

Leukocyte elastase inhibitor P30740 1.21 0.07 0.90 C+S 
(NC)  X 

Puromycin-sensitive aminopeptidase P55786 1.19 0.06 0.94 C+mb  X 

Tableau 9 : Les protéines modulées par p53 dans la fraction cytosolique des cellules H358/TetOn/p53. 

Les protéines sont listées avec leur numéro d’accession UniProt (No. Access.). Seules les protéines avec un 
score ProteinPilot > 4 (2 peptides distincts avec 99% de confiance) sont considérées. Les ratios donnés 
correspondent à la moyenne des ratios obtenus lors de l’expérience iTRAQ 8-plex. Le ratio +/- correspond à la 
quantification relative des protéines dans la condition avec p53 par rapport à celle sans p53. Les protéines 
sous-exprimées en présence de p53 ont un ratio < 0.8 (A) et les surexprimées > 1.25 (B). La déviation standard 
inter-ratio est notée pour chaque protéine (SD). L’effet dox est contrôlé sur les cellules H358 non transfectées 
et soumises ou non à la doxycycline (ratio dox+ / dox-). La localisation cellulaire des protéines est obtenue de 
la littérature (C : Cytosol ; mb : Membrane ; U : « Unknown » ; S : Sécrété ; NC : sécrété par une voie non-
classique ; exo : sécrété par la voie des exosomes). Les relations entre p53 et les protéines modulées (colonne 
« p53 ») sont issues de la littérature (I : cible transcriptionnelle induite par p53; R : cible transcriptionnelle 
réprimée par p53; L: protéine ayant un lien avec p53).Les protéines modulées de façon similaire dans les 
échantillons du cytosol et du secretome sont cochées dans la colonne « Secr ». 

- 17 des 91 protéines modulées par p53 dans le secretome sont également présentes dans le 

cytosol (Figure 67 et Tableau 10). Comme dit précédemment, 8 de ces protéines communes aux 

deux échantillons sont modulées de façon similaire. Neuf protéines modulées au niveau du 

secretome sont donc inchangées dans le cytosol. On peut émettre l’hypothèse que la modulation 

d’expression de ces protéines dans le secretome se fait donc par une action sur les processus de 

sécrétion ou sur la stabilité de ces protéines dans le milieu extracellulaire. Une étude 

transcriptomique permettrait de confirmer que la régulation de ces protéines n’a pas lieu au 

niveau transcriptionnel. 

De façon surprenante, ces 17 protéines communes appartiennent aux 47 protéines surexprimées 

dans le secretome en présence de p53. Leur analyse démontre que 9 sont sécrétées par une voie 

non classique, 4 sont des protéines membranaires, 3 sont relarguées par les exosomes, et 1 n'est 

pas connue comme sécrétée (voie exosomale ?) (Figure 67). Cette observation va dans le sens 

d’une régulation par p53 des voies de sécrétions non classiques et notamment la voie de sécrétion 

par les exosomes comme démontré par Yu et al. [186]. 
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Figure 67 : Protéines modulées par p53 dans le secretome versus protéome cytosolique. 

Haut : Diagramme de Venn représentant la proportion de protéines modulées par p53 dans le secretome 
identifiées également dans le sous protéome « Cytosol ». 

Bas : Voies de sécrétion connues ou prédites pour les 17 protéines du secretome identifiées également dans le 
Cytosol. 

 
  Ratio p53+ / p53-  

No. Nom Secretome Organelles & 
Membranes Cytosol Unique

Q14512 Fibroblast growth factor-binding protein 1 0,23 X X Yes 
Q9ULF5 Zinc transporter ZIP10 0,30 X X Yes 
O95750 Fibroblast growth factor 19 0,30 X X Yes 
P00750 Tissue-type plasminogen activator 0,33 X X Yes 
Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase 0,34 X X Yes 
P15692 Vascular endothelial growth factor A 0,34 X X Yes 
P10909 Clusterin 0,38 X X Yes 
Q92876 Kallikrein-6 0,38 X X Yes 

P33316 Deoxyuridine 5'-triphosphate 
nucleotidohydrolase 0,44 0,61 X  

P10451 Osteopontin * 0,45 X X Yes 
P22692 Insulin-like growth factor-binding protein 4 0,46 X X Yes 
P61769 Beta-2-microglobulin 0,46 X X Yes 
P98095 Fibulin-2 0,47 X X Yes 
P19022 Cadherin-2 0,47 X X Yes 
P23142 Fibulin-1 0,49 X X Yes 

P33552 Cyclin-dependent kinases regulatory 
subunit 2 0,49 X X Yes 

P07942 Laminin subunit beta-1 0,51 X X Yes 

Q8NCL4 Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 6 0,51 X X Yes 

P24821 Tenascin 0,51 X X Yes 
P02786 Transferrin receptor protein 1 0,52 0,44 X  

P13284 Gamma-interferon-inducible lysosomal 
thiol reductase 0,53 X X Yes 

P07996 Thrombospondin-1 0,53 X X Yes 
P26358 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 0,54 X X Yes 
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P01344 Insulin-like growth factor II * 0,56 X X Yes 

Q12805 EGF-containing fibulin-like extracellular 
matrix protein 1 0,56 X X Yes 

P61916 Epididymal secretory protein E1 0,56 1,10 X  
P08670 Vimentin 0,58 X X Yes 
Q14566 DNA replication licensing factor MCM6 0,58 0,62 X  
P18065 Insulin-like growth factor-binding protein 2 0,58 X X Yes 
P15514 Amphiregulin 0,60 X X Yes 
P16035 Metalloproteinase inhibitor 2 0,61 X X Yes 
Q99538 Legumain 0,62 X X Yes 
P53634 Dipeptidyl-peptidase 1 0,62 0,94 X  
P10145 Interleukin-8 0,63 X X Yes 

Q02742 
Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-
glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase 

0,63 X X Yes 

P00749 Urokinase-type plasminogen activator 0,63 X X Yes 
O94907 Dickkopf-related protein 1 0,64 X X Yes 
O76061 Stanniocalcin-2 0,64 X X Yes 
P61812 Transforming growth factor beta-2 0,66 X X Yes 
Q9Y4K0 Lysyl oxidase homolog 2 0,68 X X Yes 

Q8NES3 Beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 
lunatic fringe 0,70 X X Yes 

O60911 Cathepsin L2 0,70 X X Yes 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 0,74 X X Yes 

Q15582 Transforming growth factor-beta-induced 
protein ig-h3 0,75 X X Yes 

Q53FA7 Putative quinone oxidoreductase 5,57 X 2,30  
Q99988 Growth/differentiation factor 15 2,80 X X Yes 
P55058 Phospholipid transfer protein 2,49 X X Yes 
P55285 Cadherin-6 2,48 X X Yes 
Q96QV6 Histone H2A type 1-A 2,47 X X Yes 

O14798 Tumor necrosis factor receptor 
superfamily member 10C * 2,41 X X Yes 

Q99880 Histone H2B type 1-L 2,23 X X Yes 
P62805 Histone H4 2,20 X X Yes 
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 2,07 X X Yes 
P31431 Syndecan-4 1,99 X X Yes 
P17936 Insulin-like growth factor-binding protein 3 1,80 X X Yes 
P13611 Versican core protein 1,76 X X Yes 
O00754 Lysosomal alpha-mannosidase 1,75 X X Yes 
Q9H4M9 EH domain-containing protein 1 1,75 1,45 1,30  
P00568 Adenylate kinase isoenzyme 1 1,66 1,89 1,39  

P11166 Solute carrier family 2, facilitated glucose 
transporter member 1 1,65 1,27 X  

P29317 Ephrin type-A receptor 2 1,60 X X Yes 

P62879 Guanine nucleotide-binding protein 
G(I)/G(S)/G(T) subunit beta 2 1,58 1,82 X  

P35221 Catenin alpha-1 1,57 1,04 0,91  
P35052 Glypican-1 1,57 X X Yes 
P36952 Serpin B5 1,55 X 1,60  
Q9Y624 Junctional adhesion molecule A 1,55 X X Yes 
Q13510 Acid ceramidase 1,54 1,52 X  
P35222 Catenin beta-1 1,54 0,97 1,01  
P27824 Calnexin 1,53 0,97 X  
P30740 Leukocyte elastase inhibitor 1,53 X 1,21  
P10619 Lysosomal protective protein 1,53 1,05 X  
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P13797 Plastin-3 1,51 X X Yes 
O60716 Catenin delta-1 1,50 0,98 0,98  
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 1,50 1,31 1,01  
P04632 Calpain small subunit 1 1,49 X X Yes 
Q15149 Plectin-1 1,47 1,35 1,37  
Q92520 Protein FAM3C 1,46 1,39 X  
P07602 Proactivator polypeptide 1,45 1,31 X  

Q14517 Cadherin-related tumor suppressor 
homolog 1,45 X X Yes 

P49006 MARCKS-related protein 1,44 X X Yes 
P80723 Brain acid soluble protein 1 1,44 1,06 1,06  
Q13308 Tyrosine-protein kinase-like 7 1,44 X X Yes 
P60953 Cell division control protein 42 homolog 1,44 1,32 0,97  

Q9UNN8 Endothelial protein C receptor 1,43 X X Yes 
O76070 Gamma-synuclein 1,41 X X Yes 
Q08431 Lactadherin 1,41 X X Yes 
P06703 Protein S100-A6 1,38 1,31 1,43  
Q9Y5Y6 Suppressor of tumorigenicity protein 14 1,38 X X Yes 
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 1,35 0,84 1,19  
P31947 14-3-3 protein sigma 1,34 1,48 1,17  
P12830 Epithelial-cadherin 1,33 1,41 X  
P15559 NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 1,28 0,98 0,94  
P20827 Ephrin-A1 1,28 X X Yes 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 1,27 1,05 1,20  

Tableau 10 : Représentation des protéines modulées par p53 dans le secretome de la lignée H358/TetOn/p53 
avec leur ratio iTRAQ éventuel obtenu dans les échantillons « cytosol » et « organelles & membranes ». 

Les protéines sont listées avec leur numéro d’accession UniProt (No. Access). Les protéines avec un « X » ne 
sont pas détectées dans l’échantillon correspondant. Les protéines identifiées uniquement dans l’échantillon 
« secretome » sont notées « Yes » dans la colonne « Unique ». Les ratios en rouge sont obtenus à partir d’un 
peptide unique. 

6.3.2. Sous-protéome des organites et des membranes 

- 907 protéines ont été identifiées dans l’échantillon « Organites & Membranes » dont 44 

modulées par p53 : 28 sont surexprimées et 16 sous-exprimées en présence de p53 (Tableau 11). 

- 25 des 44 protéines différentielles ont été préalablement décrites comme étant localisées (au 

moins en partie) dans les organites ou la membrane cellulaire (Tableau 11). Les autres protéines 

sont soit non référencées, soit cytosoliques avec une affinité pour des protéines membranaires (et 

donc co-purifiées) soit plus probablement présentes à cause d’une contamination résiduelle de la 

fraction cytosolique précédente ou de la fraction nucléaire suivante. Certaines protéines se 

retrouvent également dans le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi durant leur 

maturation pour acquérir des modifications post-traductionnelles. 

- Parmi les protéines surexprimées en présence de p53, 8 sur 28 sont des cibles transcriptionnelles 

de p53 préalablement décrites (Tableau 11). A l'inverse, 2 des 16 protéines sous-exprimées sont 

réprimées par p53 (Tableau 11). 
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- 16 protéines sur les 44 différentielles sont également retrouvées dans les 91 protéines du 

secretome modulées par p53. Dans les deux sous-protéomes, ces 16 protéines varient de façon 

similaire (Tableau 11 et Tableaux 1 et 2 de la publication). 

A 

Nom No. 
Access. 

Ratio 
+/- SD Ratio 

dox Loc. p53 Secr. 

DNA replication licensing factor MCM3 P25205 0.44 0.18 1.22 N   

Transferrin receptor protein 1 P02786 0.44 0.15 1.25 mb+S 
(NC)  X 

DNA replication licensing factor MCM4 P33991 0.46 0.02 0.99 N   
6-phosphofructokinase, liver type P17858 0.46 0.21 0.94 C   
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like 
protein Q96IR7 0.55 0.07 1.18 L   

DNA replication licensing factor MCM7 P33993 0.57 0.12 0.91 N R  
DNA replication licensing factor MCM2 P49736 0.59 0.08 0.97 N   
Deoxyuridine 5'-triphosphate 
nucleotidohydrolase P33316 0.61 0.17 0.79 M+S 

(NC) R X 

DNA replication licensing factor MCM6 Q14566 0.62 0.22 1.02 N  X 
NADH dehydrogenase iron-sulfur protein 2 O75306 0.70 0.16 0.91 M   
Nucleophosmin P06748 0.70 0.04 0.96 C+N I  
NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex 
subunit 9 Q16795 0.71 0.08 0.78 M   

ATPase family AAA domain-containing 
protein 3A Q9NVI7 0.72 0.05 0.81 N   

ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 P12956 0.74 0.05 0.79 C+N L  
Translocon-associated protein subunit 
gamma Q9UNL2 0.74 0.10 1.19 RE+m

b   

FACT complex subunit SSRP1 Q08945 0.75 0.07 0.99 N   
 
B        

Nom No. 
Access. 

Ratio 
+/- SD Ratio 

dox Loc. p53 Secr. 

Carboxylesterase 2 O00748 4.39 1.09 1.23 RE I  
NADPH:adrenodoxin oxidoreductase P22570 3.64 0.25 1.19 M I  
Apoptosis regulator BAX Q07812 2.48 0.98 0.86 M+C I  

Adenylate kinase isoenzyme 1 P00568 1.89 0.57 0.71 C+S 
(NC) I X 

Guanine nucleotide-binding protein 
G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 P62879 1.82 0.68 - mb + 

exo I X 

Acid ceramidase Q13510 1.52 0.33 1.21 L+S I X 
Pre-B-cell leukemia transcription factor-
interacting protein 1 Q96AQ6 1.51 0.22 1.17 C   

14-3-3 protein sigma P31947 1.48 0.16 0.74 
C+N + 

S 
(NC) 

I X 

NAD-dependent malic enzyme P23368 1.47 0.20 1.05 M   

EH domain-containing protein 1 Q9H4M9 1.45 0.24 1.26 mb+V
+exo  X 

Basic leucine zipper and W2 domain-
containing protein 1 Q7L1Q6 1.45 0.14 1.04 C   

Transmembrane emp24 domain-containing 
protein 4 Q7Z7H5 1.44 0.14 0.99 RE+m

b   

Epithelial cadherin P12830 1.41 0.15 1.21 mb  X 
Abhydrolase domain-containing protein 11 Q8NFV4 1.41 0.32 0.93 M   
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Protein FAM3C Q92520 1.39 0.09 0.94 M+S  X 
Coatomer subunit gamma Q9Y678 1.36 0.12 1.14 G+C   

Plectin-1 Q15149 1.35 0.14 0.97 mb+C
+exo  X 

Protein S100-A11 P31949 1.34 0.07 0.93 C+N   
Myosin light polypeptide 6 P60660 1.34 0.14 1.12 C   
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, 
decarboxylating Q15738 1.34 0.23 0.96 mb   

Major vault protein Q14764 1.33 0.13 0.93 C+N   

Cell division control protein 42 homolog P60953 1.32 0.26 0.91 mb + 
exo I X 

Protein S100-A6 P06703 1.31 0.11 0.78 C+N + 
exo I X 

Glutathione reductase P00390 1.31 0.22 1.03 M  X 
Proactivator polypeptide P07602 1.31 0.11 0.89 L+S  X 

Protein transport protein Sec24D O94855 1.28 0.07 0.93 RE+G
+C   

Solute carrier family 2, facilitated glucose 
transporter member 1 P11166 1.27 0.07 0.92 mb + 

exo L X 

Nicotinamide phosphoribosyltransferase P43490 1.26 0.11 1.04 C   

Tableau 11 : Les protéines modulées par p53 dans la fraction « organelles & membranes » des cellules 
H358/TetOn/p53. 

Les protéines sont listées avec leur numéro d’accession UniProt (No. Access.). Seules les protéines avec un 
score ProteinPilot > 4 (2 peptides distincts avec 99% de confiance) sont considérées. Les ratios donnés 
correspondent à la moyenne des ratios obtenus lors de l’expérience iTRAQ 8-plex. Le ratio +/- correspond à la 
quantification relative des protéines dans la condition avec p53 par rapport à celle sans p53. Les protéines 
sous-exprimées en présence de p53 ont un ratio < 0.8 (A) et les surexprimées > 1.25 (B). La déviation standard 
inter-ratio est notée pour chaque protéine (SD). L’effet dox est contrôlé sur les cellules H358 non transfectées 
et soumises ou non à la doxycycline (ratio dox+ / dox-). La localisation cellulaire des protéines est obtenue de 
la littérature (mb: Membrane; M: Mitochondrie; RE: Reticulum Endoplasmique; G: appareil de Golgi; L: 
Lyzosome; V: Vésicule; C: Cytosol; N: Noyau; U : « Unknown » ; S : Sécrété ; NC : sécrété par une voie non-
classique ; exo : sécrété par la voie des exosomes). Les relations entre p53 et les protéines modulées (colonne 
« p53 ») sont issues de la littérature (I : cible transcriptionnelle induite par p53; R : cible transcriptionnelle 
réprimée par p53; L: protéine ayant un lien avec p53).Les protéines modulées de façon similaire dans les 
échantillons du cytosol et du secretome sont cochées dans la colonne « Secr ». 

- 27 des 91 protéines modulées par p53 dans le secretome sont également présentes dans 

l’échantillon « Organites & Membranes » (Figure 68 et Tableau 10). Comme dit précédemment, 

16 de ces protéines sont modulées de façon similaire. Ceci n’est pas surprenant car les protéines 

sécrétées par la voie classique cheminent via le reticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. 

De plus, les protéines membranaires peuvent être retrouvées dans le milieu extracellulaire via la 

voie exosomale ou par libération d’une partie extracellulaire de ces protéines par activité 

protéolytique. Les 11 autres protéines sont inchangées dans les organelles et membranes et 

doivent donc être modulées au niveau de leur sécrétion ou stabilité. 
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Figure 68 : Protéines modulées par p53 dans le secretome versus protéome des organelles et des membranes 

Haut : Diagramme de Venn représentant la proportion de protéines modulées par p53 dans le secretome 
identifiées également dans le sous protéome « Organites & Membranes ». 

Bas : Voies de sécrétion connues ou prédites pour les 27 protéines du secretome identifiées également dans les 
Organites et Membranes. 

Sur ces 27 protéines, 8 sont sécrétées par la voie classique, 9 par une voie non classique, 4 sont 

membranaires, 4 relarguées par les exosomes, et 2 ne sont pas connues comme sécrétées (voie 

exosomale ?) (Figure 68). Ces résultats corroborent avec le fait de les retrouver dans les deux 

sous-protéomes. 

6.4. Synthèse 

Les 91 protéines modulées par p53 dans le secretome sont représentées dans le Tableau 10. Leur 

détection dans les deux autres sous-protéomes étudiés (« cytosol » et « organites&membranes ») 

ainsi que leur ratio d’expression sont également renseignés. 

La Figure 69 récapitule la distribution des 91 protéines différentielles du secretome dans les 

autres protéomes. 50 % des protéines surexprimées et 88,6 % des sous-exprimées dans le 

secretome sont retrouvées uniquement dans ce sous-protéome. Cette observation corrobore avec 

une action de p53 sur le déclenchement de la sécrétion de protéines par des voies non classiques. 
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Présence Nb prot %
Unique Secretome 62 68,1
Organites & Membranes 12 13,2
Cytosol 3 3,3
Organites & Membranes + Cytosol 14 15,4

TOTAL 91 100,0

Présence Nb prot %
Unique Secretome 22 46,8
Organites & Membranes 8 17,0
Cytosol 3 6,4
Organites & Membranes + Cytosol 14 29,8

TOTAL 47 100,0

Présence Nb prot %
Unique Secretome 39 88,6
Organites & Membranes 5 11,4
Cytosol 0 0,0
Organites & Membranes + Cytosol 0 0,0

TOTAL 44 100,0

Protéines modulées par p53 dans le Secretome

Protéines surexprimées dans le Secretome en présence de p53

Protéines sous-exprimées dans le Secretome en présence de p53

T=47

22

 

Figure 69 : Spécificité des protéines modulées par p53 dans le Secretome. 

A. Tableaux d’analyse de la spécificité des protéines modulées par p53 identifiées dans le secretome. 
Unique Secretome : protéines retrouvées uniquement dans le secretome ; Organites&Membranes : protéines 
du secretome aussi retrouvées dans l’échantillon « Organites&Membranes » ; Cytosol : protéines du 
secretome aussi retrouvées dans l’échantillon « Cytosol » ; « Organites&Membranes + Cytosol » : protéines 
retrouvées dans les 3 sous-protéomes. 
Les résultats sont présentés sous forme de nombre de protéines (Nb prot) et de pourcentage (%). 

B. Représentation sous forme de diagramme de Ven de la spécificité des protéines modulées par p53 
identifiées dans l’échantillon « Secretome ». Les valeurs entre parenthèses représentent le nombre de 
protéines variant de façon similaire dans le secretome et le protéome concerné. 
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Troisième partie : 
Le Secretome : une source de bio-marqueurs potentiels ? 
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CHAPITRE 3 : Le Secretome : une source de biomarqueurs ? 

1. Problématique et objectifs du travail 

Les tumeurs libèrent de nombreux facteurs impliqués dans leur développement. Ceux-ci sont 

généralement retrouvés dans les fluides biologiques tels que le sang ou l’urine et peuvent donc 

théoriquement y être mesurés par des tests non invasifs [256]. La découverte de tels marqueurs 

est un véritable challenge de par leur utilisation potentielle en diagnostic, pronostic ou 

thérapeutique. 

Le sang possède un contenu très riche et son prélèvement est un acte peu invasif pour le patient. 

Cela en fait donc une source de marqueurs idéale. Malheureusement, leur recherche par des 

approches protéomiques directes se heurte actuellement à la grande complexité du fluide sanguin, 

tant en terme de diversité de protéines et d’isoformes que de leur très large gamme dynamique de 

concentration (ordre de magnitude de 9 à 10) [259]. Les protéines bio-marqueurs potentiels sont 

généralement très faiblement concentrées dans le sang par rapport aux protéines abondantes. Des 

approches de déplétion visant à éliminer ces protéines majoritaires ont ainsi été développées [33, 

266]. Néanmoins, leur efficacité reste relative car l’élimination des protéines ciblées n’est jamais 

totale et un certain nombre de protéines non concernées sont aussi enlevées soit par fixation non 

spécifique, soit par affinité avec les protéines devant être déplétées [267]. L’approche opposée 

vise à enrichir les protéines minoritaires. Celle-ci est en développement avec le système Protein 

Equalizer Technology (Biorad) mais son efficacité réelle est encore à démontrer [268]. 

En conséquence, le passage préalable par un modèle cellulaire constitue une approche pertinente 

afin d’établir une liste de marqueurs potentiels à rechercher et valider dans un second temps dans 

des cohortes de plasmas de patients. Le secretome est un modèle séduisant car les protéines 

libérées dans le milieu extracellulaire sont très souvent retrouvées dans le plasma. Notre modèle 

de xénogreffe chez la souris, développé dans la publication du chapitre précédent, appuie cette 

hypothèse. Chez l’homme, les variations de concentrations protéiques liées à une tumeur devront 

être suffisamment importantes pour être significatives et détectables dans les fluides biologiques. 

Le gène TP53 présente un fort taux de mutation dans les cancers du poumon (plus de 60 % des 

cas). En conséquence, les protéines modulées par p53 dans le secretome de la lignée H358 

constituent des candidats bio-marqueurs potentiels (Chapitre 2). 
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Nous avons voulu ici vérifier si les protéines d’intérêt du secretome de la lignée H358 (protéines 

modulées par p53) étaient retrouvées dans le plasma humain sain. Dans cette optique une 

approche dot blot a été réalisée. 

Dans un second temps, une étude préliminaire a été entreprise pour doser ces protéines dans des 

prélèvements biologiques. Ces dosages par ELISA, pour une faible cohorte de patients atteints 

d’un cancer du poumon avec caractérisation du statut p53, pourrait permettre de pointer certains 

marqueurs potentiels. 

2. Matériels et méthodes 

2.1. Echantillons 

Pool de plasmas sains : plasma CQI (Contrôle Qualité Interne) fourni par la plate-forme 

protéomique de Dijon (IFR-santé-STIC, France). Ces plasmas sont aliquotés et conservés à  

-130°C jusqu’à utilisation. Ils seront utilisés pour les tests en dot-blot. 

Plasmas de patients : 10 plasmas de patients atteints de cancers du poumon non à petites cellules 

de type adénocarcinome sont fournis par Dr Florence de Fraipont (protocole BIO-IFCT002). Les 

extraits protéiques totaux de la tumeur correspondant sont aussi disponibles. La caractérisation du 

statut p53 a été réalisée au sein du laboratoire de Pierre Hainaut (IFCT de Lyon) (Tableau 12). 

Cinq plasmas contrôles d’individus sains de sexe et âge appariés sont également utilisés. 

Secretome des cellules H358/TetOn/p53 exprimant ou non la protéine p53 sauvage (voir 

Chapitre 2). 

Extraits totaux des cellules H358/TetOn/p53 exprimant ou non la protéine p53 sauvage. Ces 

extraits protéiques sont obtenus après extraction dans un tampon RIPA. 
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               Statut p53 

N° IFCT  Type  Naissance  Sexe  Prélèvement codon mutation  Changt. aa 

022102  ADK NSCLC  27/12/1949 masculin 25/05/2002  wt       

022106  ADK NSCLC  20/05/1946 masculin 20/03/2003  248  G‐>C  Arg‐>Pro 

041113  ADK NSCLC  14/03/1934 masculin 26/12/2002  298  G‐>T  Glu‐>STOP 

042105  ADK NSCLC  03/04/1946 masculin 20/05/2002  wt       

042125  ADK NSCLC  23/03/1956 masculin 03/07/2003  245  G‐>T  Gly‐>Cys 

042126  ADK NSCLC  21/02/1934 masculin 29/09/2003  wt       

042129  ADK NSCLC  17/08/1956 masculin 26/04/2004  wt       

242227  ADK NSCLC  31/08/1949 masculin 17/02/2004  249  G‐>T  Arg‐>Ser 

511105  ADK NSCLC  06/12/1945 masculin 23/04/2004  245  G‐>T  Gly‐>Cys 

542103  ADK NSCLC  13/01/1944 masculin 28/11/2003  wt       

Tableau 12 : Liste des patients atteints d’un NSCLC de type ADK inclus dans l’étude ELISA. 

2.2. Dot-blot 

Les dot-blots sont réalisés sur le système DHM-96 (Scie-Plas) en utilisant des membranes de 

nitrocellulose (Hybond ECL membrane  de GE Biosciences). Les anticorps primaires et 

secondaires utilisés sont les mêmes que lors de l’étude secretome (voir la publication du chapitre 

2 des résultats). La révélation s’effectue avec le système de détection ECL (GE Biosciences). 

2.3. ELISA 

Les dosages ELISA sont réalisés pour les protéines FGF-19, GDF-15 (R&D Systems) et 

Kallikrein-6 (IBEX Pharmaceuticals) à partir de kits commerciaux en appliquant les protocoles 

fournisseurs. 
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3. Résultats 

3.1. Analyses par dot blot 

Nous avons voulu vérifier la présence des protéines modulées par p53 dans le plasma. Nous 

disposons d’un panel d’anticorps dirigés contre plusieurs protéines d’intérêt et d’un pool de 

plasma d’individus sains. Les anticorps sont utilisés pour rechercher, grâce à la technique dot 

blot, la présence de ces protéines dans le plasma. 

L’approche dot blot a été validée au préalable sur les échantillons de secretome issus de cellules 

H358/TetOn/p53 exprimant ou non p53. La Figure 70A valide les différences d’expression 

attendues. La quasi-totalité de ces protéines est également détectable dans le plasma (Figure 

70B). Elles sont donc libérées dans la circulation de façon physiologique par des cellules de 

l’organisme. 

TPA Clus FGFBP1 FGF19 GDF15NPC2 IGF2 KLK6 IL8 PLTPp53dox

‐

+

‐

+

Secretome de la lignée H358 Teton/p53A

B
Détection dans le plasma

TPA Clus ENO1 GDF15 FGFBP1 NPC2 IGFBP3 ZIP10 GGH KLK6 IGF2 IL8 PLTP

oui oui oui oui oui oui oui oui non oui oui oui oui
 

Figure 70 : Criblage des protéines par la technique dot-blot. 

A. Validation des différences d’expression connues pour 10 protéines dans les échantillons de secretome issus 
de cellules H358/TetOn/p53 ré exprimant ou non p53. 

B. Détection de la présence des protéines d’intérêt dans le plasma standardisé CQI. 

A ce stade, nous pouvons émettre l’hypothèse que la libération conditionnelle de protéines par la 

tumeur entraîne une variation de leur concentration plasmatique suffisante pour y être détectée. 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons entrepris de doser en ELISA 3 protéines d’intérêt : 

GDF-15, FGF-19 et Kallikrein-6. Ces protéines sont détectées en dot blot dans le plasma (Figure 

70B) et ont une importante modulation d’expression par p53 dans le secretome de la lignée 

H358/TetOn/p53 (Tableaux 1 et 2 de la publication du chapitre 2 des résultats). 
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3.2. Dosage par ELISA 

Le dosage des protéines GDF-15, FGF-19 et Kallikrein-6 est réalisé dans différents buts. 

Le premier est de détecter et doser ces protéines dans le plasma. 

Le second est de réaliser une étude préliminaire sur des plasmas et des extraits protéiques totaux 

de biopsies de patients atteints de cancer du poumon non à petites cellules (avec caractérisation 

du statut p53) dans le but d’appréhender une éventuelle variation d’expression de ces protéines. 

A Plasma CQI 
(pg/mL)

Echantillons ET_p53 ET

[GDF-15] 12 1,6

Ratio p53+/p53-

B Plasma CQI 
(pg/mL)

Echantillons ET_p53 ET

[FGF-19] 305,7 439,2

Ratio p53+/p53-

C Plasma CQI 
(ng/mL)

Echantillons ET_p53 ET

[KLK6] 257,4 466,8

Ratio p53+/p53-

Extraits totaux 
(ng/mg prot. tot.)

459,6

7,53

Extraits totaux 
(pg/mg prot. tot.)

Extraits totaux 
(ng/mg prot. tot.)

2,76

0,55

107,1

0,70

 

Tableau 13 : Dosages ELISA des protéines GDF-15 (A), FGF-19 (B) et Kallikrein-6 (C). 

Les dosages sont réalisés sur des extraits totaux de protéines de la lignée H358/TetOn/p53 induite ou non pour 
l'expression de wt-p53 et sur du plasma contrôle CQI. Les ratios p53+/p53- représentent les rapports de 
concentration entre les échantillons exprimant ou non p53. 

Le dosage des protéines dans les extraits protéique totaux de la lignée H358/TetOn/p53 est réalisé 

pour estimer la quantité d’extrait protéique total de biopsie nécessaire (Tableau 13). Les protéines 

sont dosables dans 100 µg d’extrait total. Nous partirons donc sur ces valeurs pour les dosages 

dans les extraits de biopsie. 

Les trois protéines sont détectées et dosées dans le plasma sain (Tableau 13). La Kallikrein-6 est 

ainsi dosée à 2.76 ng/mL, GDF-15 à 460 pg/mL et FGF-19 à 107 pg/mL. 

Ces deux contrôles servent à optimiser les conditions expérimentales dans le but de réaliser une 

étude préliminaire sur des échantillons cliniques. Les patients ont été diagnostiqués comme 

porteur d’un cancer du poumon non à petites cellules de type adénocarcinome et leur statut p53 a 
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été préalablement caractérisé. L’étude englobe 10 patients et 5 contrôles sains appariés (protocole 

BIO-IFCT002) (Tableau 12). Les dosages sont effectués sur les plasmas et les extraits totaux de 

tumeurs. 

En clinique, la délétion totale de p53 est très rarement observée. Le gène TP53 est généralement 

muté, ce qui aboutit à une protéine p53 plus ou moins fonctionnelle selon le lieu et l’incidence de 

la mutation sur la conformation de la protéine. Les 10 patients étudiés ont été sélectionnés de 

façon à constituer deux groupes homogènes en âge et en sexe. Un groupe est constitué de 5 

patients possédant un gène TP53 sauvage et l’autre d’un nombre équivalent avec un gène muté. 

Afin d’avoir une incidence sur la fonctionnalité de p53, quatre mutations sont localisées sur l’un 

des « hotspots » (codons 245 (x2), 248, 249), et une est responsable de la génération d’une 

protéine tronquée (E298Stop). Les dosages ELISA sont réalisés en aveugle. 

Cette étude préliminaire n’a pas donné de résultats concluants. Chacune des trois protéines a été 

dosée dans le plasma (Tableau 14). Néanmoins, les concentrations déterminées ne révèlent 

aucune différence significative entre chaque groupe (« sain » versus « cancéreux p53+ » versus 

« cancéreux p53- »). Par ailleurs, aucune protéine n’a été détectée dans les extraits totaux de 

tumeur, probablement à cause d’une quantité de protéines analysées insuffisante. 

KLK6 (ng/mL) FGF19 (pg/mL) GDF15 (ng/mL)

Patients Statut p53
3 NSCLC E298Stop 3,04 69,91 1647,94
5 NSCLC G245C 4,80 45,00 917,51
9 NSCLC G245C 2,55 36,74 698,86
2 NSCLC R248P 4,16 38,54 1215,33
8 NSCLC R249S 3,12 483,80 731,81
1 NSCLC wt 4,27 89,24 1144,20
4 NSCLC wt 4,69 90,36 789,75
6 NSCLC wt 4,01 220,99 1410,39
7 NSCLC wt 3,90 121,18 967,21

10 NSCLC wt 4,35 162,40 887,18
11 sain wt 4,92 115,27 979,28
12 sain wt 4,37 135,98 1176,68
13 sain wt 5,16 328,01 835,80
14 sain wt 4,70 137,08 877,73
15 sain wt 4,73 80,79 971,23

[C] Protéines 

 

Tableau 14 : Dosage plasmatique par ELISA des protéines KLK6, FGF19 et GDF15. 

Les dosages ELISA sont réalisés avec des kits commerciaux sur des plasmas issus de 3 groupes de 5 individus. 
Groupe 1 (patients 2, 3, 5, 8, 9) : individus ayant un adénocarcinome du poumon avec mutation de TP53 ; 
groupe 2 (patients 1, 4, 6, 7, 10) : individus ayant un adénocarcinome du poumon mais un TP53 sauvage ; 
groupe 3 : individus sains appariés. 
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Au vu des résultats, aucune variation significative des concentrations plasmatiques de GDF-15, 

FGF-19 et Kallikrein-6 n’a été observée en présence de la tumeur et/ou d’un statut p53 muté. Les 

tissus normaux libèrent physiologiquement ces protéines dans le sang comme l’atteste les dosages 

effectués sur les plasmas de sujets sains. En conséquence, la modulation de la libération de ces 

protéines par la tumeur doit être suffisante pour induire un changement de concentration 

détectable dans le plasma, ce qui n’est sans doute pas le cas. Il est ainsi dommage que les dosages 

effectués sur les extraits totaux n’aient pas fonctionné car ils auraient permis d’observer 

directement l’expression des protéines au niveau de la tumeur. 

Notre modèle cellulaire H358/TetOn/p53 (exprimant ou non p53 sauvage) ne correspond pas aux 

échantillons cliniques sélectionnés. Bien que les mutations choisies soient parmi les plus 

délétères pour sa fonction, le domaine de p53 modulant ces protéines n’est pas forcément affecté. 
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Figure 71 : Exemple de dosages ELISA de la protéine FGF-19 dans les plasmas. 

A. Tableau des individus pour qui FGF-19 a été dosée dans le plasma. 5 individus ont un cancer du poumon 
avec mutation de p53, 5 un cancer du poumon sans mutation de p53 et 5 sont sains. 

B. Représentation graphique des dosages de FGF19 pour chaque individu. 

De plus, cette étude préliminaire a été réalisée sur une très faible cohorte (5 échantillons par 

groupe), qui n’est pas statistiquement fiable. Le groupe « p53 muté » n’est pas homogène car il 

regroupe différentes mutations de TP53 qui n’ont probablement pas le même effet sur l’activité 

de p53. Le patient portant la mutation R249S, l’une des plus délétères décrites, a une 

concentration sérique de FGF-19 significativement augmentée (Figure 71). Ce résultat pourrait 

concorder avec nos données précédentes mais puisqu’aucun autre patient possédant cette 

mutation n’a été étudié, on ne peut donc rien conclure. 

Au final, aucune information exploitable n’est ressortie de cette étude préliminaire. Des essais sur 

des cohortes plus grandes, avec des groupes de mutants mieux ciblés et plus homogènes seraient 
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intéressants à réaliser. Le dosage d’autres protéines d’intérêt pourrait également être pertinent. 

Enfin, l’analyse des protéines directement au niveau de la tumeur serait une étape intermédiaire 

très importante. 

4. Conclusion 

Les essais dot blot ont validé la présence dans le plasma des protéines du modèle secretome. 

L’étude préliminaire de dosage en ELISA des protéines GDF-15, KLK6 et FGF-19 sur une faible 

cohorte de patients n’a pas donné de résultats concluants. Ces protéines sont détectées dans le 

plasma mais pas dans les extraits tumoraux. Les concentrations dans le plasma ne mettent pas en 

évidence de différences significatives. 
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DISCUSSION GENERALE 

Les travaux présentés ont visé à démontrer l’intérêt des études secretome pour la compréhension 

des changements de communication et d’interaction qui s’opèrent entre les cellules tumorales et 

leur environnement durant le développement de la tumeur. La méthodologie développée s’étend 

de l’analyse protéomique sur un modèle cellulaire in vitro à la validation de sa pertinence in vivo. 

Elle a été appliquée pour étudier l’influence d’un facteur clé de la régulation anti-tumorale, la 

protéine p53. La modulation du secretome par p53 a ainsi été investiguée dans un modèle de 

lignée cellulaire d’adénocarcinome du poumon non à petites cellules puis mise en valeur in vivo 

chez la souris. Outre son rôle primordial dans la régulation intracellulaire, p53 est donc aussi 

impliqué dans la modulation de l’environnement et de la communication cellulaire. De plus, nous 

avons démontré pour la première fois la relation entre les protéines du secretome et leur libération 

dans les fluides biologiques. Ces résultats font des études « secretome » des approches de choix 

pour la mise en valeur de cibles protéiques d’intérêt clinique. 

1. Le modèle cellulaire et le procédé d’analyse 

La première partie de ce travail a consisté à développer un mode opératoire adapté à l’analyse 

différentielle des secretomes. Il a nécessité la sélection d’un modèle biologique et d’approches 

protéomique adéquates. 

Le choix de la lignée tumorale H358 comme modèle cellulaire s’explique par différentes raisons. 

Cette lignée a été bien étudiée et caractérisée au laboratoire [261, 263]. Elle est dérivée d’un 

CPNPC, type de cancer du poumon le plus couramment rencontré. Elle est délétée en TP53 et 

l’expression conditionnelle de la protéine p53 sauvage, par transfection d’un plasmide 

TetOn/p53, provoque l’arrêt du cycle cellulaire sans augmentation d’apoptose. Cette lignée est 

aussi résistante à l’apoptose due à la privation de sérum de veau fœtal (SVF) dans le milieu de 

culture. Toutes ces caractéristiques en font un modèle de choix pour notre étude. 

La réussite d’une étude protéomique dépendant grandement de la préparation de l’échantillon 

protéique, un protocole adapté au « secretome » a été développé. Les cellules sont passées en 

milieu sans sérum pour éviter toute contamination extérieure de l’échantillon (protéines du SVF). 

Après 72 heures de culture (temps adéquat pour que les cellules libèrent suffisamment de 

protéines sans augmentation d’apoptose significative), les milieux conditionnés contenant les 

protéines du secretome sont collectés, puis filtrés et centrifugés de façon à éliminer les cellules 
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flottantes et débris cellulaire. Les protéines, très diluées dans le milieu, sont alors concentrées et 

dessalées par ultrafiltration. 

Le modèle biologique mis en place a montré son efficacité mais est-il suffisamment solide ? En 

effet, quelle proportion de protéines identifiées appartient réellement au sous-protéome 

« secretome » ? 

Les cellules sont initialement cultivées en milieu complémenté en SVF. Lors de la préparation du 

secretome, elles sont lavées 6 fois pour éliminer les protéines sériques puis cultivées en milieu 

sans SVF. Malgré ces précautions, une légère contamination est toujours possible. Nous l’avons 

évalué en soumettant les données de spectrométrie de masse à une recherche dans une base de 

données mammifère. Seule l’albumine bovine est retrouvée, avec un score relativement faible. La 

contamination résiduelle par le SVF est donc très limitée et ne perturbe pas l’analyse des 

protéines d’intérêt. 

Le secretome n’est également pas à l’abri d’une contamination par des protéines relarguées par 

nécrose ou éclatement des cellules. Nous avons contrôlé au maximum ce risque. Nous pouvons 

nous appuyer, tout d’abord, sur les travaux publiés au laboratoire, montrant que la culture en 

milieu sans SVF et l’expression de p53 sauvage n’induisaient pas d’augmentation d’apoptose 

[261, 263]. L’observation des cellules au microscope ne révèle pas d’aspect morphologique de 

souffrance anormal. De plus, seules 91 des 909 protéines identifiées dans le secretome sont 

modulées par p53. Si p53 induisait une augmentation importante de la mort cellulaire, les 

variations du secretome seraient plus drastiques. La plupart des protéines modulées par p53 sont 

connues comme sécrétées et donc leur présence dans le secretome est justifiée. Enfin, le suivi de 

l’activation de la pro-caspase-3 en cytométrie de flux n’a pas révélé d’augmentation d’apoptose 

liée à p53 (1-1,6 % de cellules en apoptose dans les deux conditions). La combinaison culture 

sans SVF et expression de p53 n’augmente donc pas l’apoptose des cellules. Les 1% d’apoptose 

correspondent aux taux habituellement observés lors de culture cellulaire in vitro. Celle-ci peut 

entrainer une légère contamination du secretome mais n’aura pas d’influence sur sa modulation 

entre les deux conditions. De plus, il faut resituer ce phénomène par rapport à la définition du 

terme « secretome », c'est-à-dire l’ensemble des protéines libérées dans le milieu conditionné par 

des cellules en culture. D’un certain côté, la mort cellulaire « naturelle » est un mode de 

libération de protéines ! Le secretome contient aussi certaines protéines cytosoliques libérées par 

des voies non-classiques (exosomes,…). L’étude des autres protéomes de la lignée H358 

démontre une bonne spécificité de l’échantillon « secretome ». 
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Une autre question peut être posée : les cellules libèreraient elles les mêmes protéines si elles 

n’étaient pas cultivées en milieu sans SVF ? La réponse est non, l’absence de SVF perturbe 

forcément certaines voies cellulaires. Il faut garder en mémoire que le modèle H358 utilisé pour 

l’étude protéomique a des caractéristiques qui lui sont propres à cause des passages répétés de la 

lignée ou des voies particulières exprimées ou non (régulation de la voie amphiréguline/EGFR, 

dérégulation de la voie p53,…). Avant de pouvoir être généralisés, les résultats obtenus 

nécessitent de nombreuses validations in vitro sur d’autres modèles cellulaires, in vivo chez la 

souris ou sur des échantillons cliniques (biopsies, plasmas de patients…). Les résultats obtenus in 

vivo chez la souris confirment néanmoins les variations observées pour les trois protéines 

étudiées (GDF-15, FGF-19 et VEGF). De plus, les protéines modulées par p53 identifiées dans 

différents protéomes de la lignée H358 (protéine S100A6, plectin-1, PIG3, Serpin B5,…) varient 

de façon similaire. Or pour la préparation des échantillons autre que « secretome », les cellules 

ont été cultivées en milieu avec SVF. Le modèle utilisé reflète donc au moins en partie la réalité. 

Le deuxième point important repose sur la qualité du fractionnement de l’échantillon et la 

pertinence du procédé d’analyse protéomique établi. 

Le procédé mis en place intègre : marquage des peptides trypsiques de chaque échantillon par un 

tag iTRAQ spécifique puis mélange de l’ensemble, séparation bidimensionnelle couplant une 

approche OFFGEL et une chromatographie nano phase inverse (RP nano-LC), dépôt sur cible 

MALDI et analyse en mode MS/MS par MALDI-TOF/TOF (identification et quantification). 

Nous avons validé l’utilisation de l’isoélectrofocalisation en solution OFFGEL comme nouvelle 

approche de fractionnement d’échantillons complexes. Celle-ci est utilisable pour focaliser au 

choix protéines ou peptides. Les séparations en fonction du pI (OFFGEL) et du caractère 

hydrophobe (RP-LC) s’avèrent très complémentaires. De plus, nous avons démontré que 

l’approche OFFGEL est compatible avec la méthode d’analyse différentielle par marquage 

iTRAQ. Les étapes de séparation sont ainsi effectuées sur le mix de peptides marqués issus des 

différents échantillons, ce qui diminue grandement les biais expérimentaux. Cette étude a permis 

d’expliquer les profils de séparation obtenus en OFFGEL et de valider cette approche pour 

l’analyse différentielle d’échantillons complexes dont le secretome. Ce travail s’est avéré 

primordial pour la suite des analyses, une séparation optimale des échantillons étant bien souvent 

l’étape clé de la réussite d’une étude protéomique. Cette technologie OFFGEL est d’ailleurs 

maintenant intégrée dans la plupart des projets LC-MS/MS développés sur la plate-forme. 

Ce procédé analytique présente des avantages certains. Il repose sur l’utilisation d’un matériel 

dernière génération (OFFGEL, nanoHPLC, MALDI TOF/TOF). L’analyse différentielle utilise la 
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technologie de marquage isotopique iTRAQ, l’une des plus récentes et mieux adaptée. L’emploi 

de ProteinPilot comme moteur de recherche permet d’exploiter au maximum nos données sans 

augmenter le risque de faux positifs. 

Néanmoins, certaines réserves peuvent être émises. Malgré ses nombreux avantages, le marquage 

iTRAQ se fait relativement tard dans le procédé de préparation des échantillons. En effet, il est 

réalisé sur les peptides obtenus après digestion à la trypsine. Les différents biais expérimentaux 

pouvant être introduits en amont du marquage ne sont pas pris en compte : les cellules de chaque 

condition sont cultivées indépendamment, et la préparation (concentration,…) et digestion des 

protéines sont également réalisées en parallèle. Il y a donc un risque de générer des faux positifs. 

Ce problème pourrait en partie être résolu par la réalisation d’une étude complémentaire par 

marquage de type SILAC qui s’effectue très en amont durant la culture cellulaire. Néanmoins, 

d’autres inconvénients apparaitraient : complexification du spectre MS, analyse 2-plex,… L’idéal 

serait, en fait, de pouvoir combiner les avantages des méthodes SILAC et iTRAQ, 

malheureusement une telle approche n’existe pas encore (!!). 

Nous avons donc minimisé au mieux les biais dus à l’iTRAQ. Deux analyses iTRAQ ont ainsi été 

réalisées. Dans une première expérience, une analyse 4-plex a été effectuée sur deux paires (p53 

ou non induit) d’échantillons indépendants pour contrôler la reproductibilité inter-échantillons. 

Une seconde analyse 2-plex a été entreprise sur l’une des 2 préparations d’échantillons en 

inversant les tags iTRAQ afin d’éliminer tout effet potentiel tag-dépendant. Seuls les peptides (et 

donc protéines) modulés de façon significative dans les 3 cas sont considérés comme variant de 

façon significative. ProteinPilot effectue également une correction automatique des biais 

expérimentaux prenant en compte les éventuels ajouts de quantité inégale de protéines lors du 

mélange des échantillons marqués. Enfin, l’analyse par électrophorèse 2D ainsi que les Western 

blots ont permis de valider les différences observées en iTRAQ. 

Le procédé d’analyse protéomique développé est donc solide et pourrait être applicable à des 

études similaires sur d’autres modèles ou lignées cellulaires.  
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2. Les protéines modulées par p53 et la tumorogenèse 

2.1. L’étude du secretome 

L’analyse différentielle du secretome de la lignée H358 a permis d’identifier 909 protéines dont 

91 significativement influencées par p53. Plusieurs facteurs impliqués dans des voies 

classiquement associées à la tumorogenèse sont retrouvés. D’autres protéines moins connues 

représentent des cibles potentielles d’intérêt. Ces résultats sont utiles pour mieux comprendre le 

rôle joué par p53 dans la tumorogenèse à travers sa régulation de facteurs sécrétés. 

2.1.1. Influence sur les voies classiques de dégradation de la matrice extracellulaire 

Le caractère invasif d’une cellule tumorale s’accompagne d’un remaniement de la matrice 

extracellulaire (MEC) impliquant sa dégradation par l’activation de différentes cascades 

protéolytiques telles que le système uPA-uPAR, les MMPs et les cathepsines (voir Chapitre 5 de 

la partie bibliographie). 

Un certain nombre des protéines impliquées dans ces voies sont modulées par l’expression de p53 

dans le secretome de la lignée H358. Les voies uPA-uPAR et MMPs sont vraisemblablement 

influencées mais pas les cathepsines B et D dont le niveau dans le secretome reste inchangé que 

p53 soit ou non exprimé (Figure 72). 

Il est intéressant de constater que les protéines uPA (urokinase plasminogen activator) et tPA 

(tissue plasminogene activator) sont modulées sous tendant un caractère plus invasif en l’absence 

de p53. De plus, uPA et tPA sont réprimées au niveau transcriptionnel par p53, il est donc tout à 

fait normal que leur niveau dans le secretome soit influencé. La protéine tenascin formant un 

complexe avec notamment tPA varie de la même façon. 

Aucune MMP n’est détectée dans le secretome. Néanmoins, on ne peut pas conclure qu’elles sont 

absentes, l’approche utilisée étant d’une sensibilité de détection limitée et donc non exhaustive. 

Plusieurs indices corroborent avec une présence et une modulation des MMPs. Un des rôles du 

système uPA est d’activer les MMPs. De plus, le TGF-β capable lui aussi d’activer les MMPs est 

identifié. Son expression dans le secretome est diminuée lorsque p53 est exprimé, corrélant bien 

avec l’action directe de p53 sur l’expression de TGF-β. Différents effecteurs de l’activation des 

MMPs sont donc présents et régulés. On observe également la présence de leur inhibiteur 

tissulaire spécifique, les TIMPs 1 et 2. Celles-ci sont surexprimées en absence de p53, sans doute 

pour moduler l’augmentation d’activité des MMPs. Enfin, le rôle des MMPs est de dégrader la 

MEC et un certain nombre de leurs cibles est retrouvé dans le secretome : la fibronectine, la 

laminine, la tenascine. La libération de ces protéines (ou de fragments) dans le milieu 
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extracellulaire est augmentée en l’absence de p53 (grâce à l’action des MMPs ??). Pour s’assurer 

de la présence et de la régulation des MMPs dans notre modèle, des Western-blots seront 

prochainement réalisés (notamment sur MMP-9 et MMP-2). 
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Figure 72 : Influence de p53 sur les cascades protéolytiques dégradant la MEC chez la lignée H358. 
Les protéines indiquées par une flèche rouge descendante ont leur expression diminuée dans le secretome 
lorsque p53 est exprimé. Les protéines avec un « = » bleu sont détectées mais non modulées. 
uPA : urokinase plasminogen activator, tPA : tissue plasminogene activator, CB : cathepsine B, TNC : 
tenascin. 

2.1.2. L’ostéopontine et la tumorogenèse 

L’augmentation d’ostéopontine est systématiquement corrélée avec le caractère métastatique des 

tumeurs [217]. Cette protéine se lie notamment au CD44 et aux intégrines, deux types de 

molécules impliquées dans le processus métastatique (Figure 73). L’ostéopontine a été identifiée 

dans notre étude et est surexprimée dans le secretome en absence de p53. Cela est logique 

puisque p53 est capable de la réprimer directement au niveau transcriptionnel. Cette 

augmentation en absence de p53 contribue au caractère tumorogénique observé en augmentant la 

                                                                        - 242 -



Discussion 
 

 

survie cellulaire par fixation sur CD44 et en promouvant la mobilité et la progression tumorale 

par fixation sur les intégrines αVβ3. 
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Figure 73 : Influence de la voie médiée par l’ostéopontine sur la tumorogenèse (d’après Bellahcène et al. 2008 
[269]). 
L’ostéopontine (OPN) est indiquée par une flèche rouge descendante car son expression est diminuée dans le 
secretome en présence de p53. 

2.1.3. Influence sur la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) 

L’acquisition des propriétés invasives et migratoires par les cellules tumorales s’accompagne de 

changements morphologiques caractéristiques appelés transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM). 

Plusieurs facteurs propres au phénotype « TEM » sont observés dans le secretome de la lignée 

H358 en l’absence de p53 (Figure 74). La TEM se manifeste par un changement d’expression des 

molécules d’adhérence, incluant la perte de l’adhérence cellule-cellule due à l’E-cadhérine et 

l’augmentation d’expression de la N-cadhérine. Nos résultats montrent effectivement une 

expression opposée de ces deux protéines. Les variations d’expression de TGF-β et E-cadhérine 
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coïncident avec le modèle de la Figure 74 montrant un rôle négatif de TGF-β sur l’E-cadhérine 

pour favoriser la TEM. Deux protéines impliquées dans la TEM, la vimentine et la tenascine sont 

augmentées en absence de p53. Celles-ci pourraient être induites par une voie passant par le  

NF-κB, cible réprimée directement par p53. L’observation des niveaux cellulaires de NF-κB 

donnera des informations supplémentaires quant à ce phénomène. 
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Figure 74 : Influence sur le phénotype TEM des cellules. 
Les protéines indiquées par une flèche rouge descendante ont leur expression diminuée dans le secretome 
lorsque p53 est exprimé et celles avec une flèche verte montante augmentée. 

Plusieurs protéines membranaires impliquées dans l’adhérence cellulaire sont également 

perturbées par l’expression de p53 : la cadhérine-6 (K-cadhérine), E-cadhérine, la cadherin-

related tumor suppressor, l’ephrin type-A receptor 2 et l’ephrin A1 sont par exemple 

surexprimées en présence de p53. A l’inverse, la cadhérine-2 (N-cadhérine) est sous-exprimée. 

En ce qui concerne la modulation de la « voie E-cadhérine », une hypothèse peut être formulée en 

rapport avec le modèle « β-caténine » de la Figure 75. La β-caténine joue deux rôles importants 

dans la cellule. Elle est tout d’abord impliquée dans l’adhérence inter-cellulaire par son action sur 

l’E-cadhérine. L’E-cadhérine forme un complexe multiprotéique avec notamment les protéines α-

caténine, β-caténine et p120 (δ-caténine). Ces trois protéines sont, comme l’E-cadhérine, 

surexprimées en présence de p53 reflétant un phénotype moins invasif d’adhérence cellulaire. 

Lorsque p53 n’est pas exprimé la β-caténine se détache vraisemblablement de l’E-cadhérine pour 

jouer, dans la voie de signalisation Wnt, un rôle sur la transcription de nombreux gènes 

participant au caractère oncogénique de la cellule. Parmi les nombreux gènes cibles activés par la 

voie Wnt/β-caténine (voir la liste établie sur www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html), 
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on trouve uPAR [270], les MMP-2, 7, 9 [271, 272], les FGF-18, 20 [273, 274], le VEGF [275] et 

l’interleukin-8 [276]. A l’inverse, l’E-cadhérine est réprimée [277]. En l’absence de p53, nous 

trouvons une surexpression de VEGF et IL-8. Outre une régulation directe par p53, la β-caténine 

peut aussi participer à la modulation d’expression de ces protéines. On peut émettre l’hypothèse 

que la diminution de β-caténine observée dans le secretome en absence de p53 est due à son 

internalisation dans le noyau. L’étude plus approfondie de la voie Wnt/ β-caténine dans notre 

modèle sera intéressante. 
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Figure 75 : Le double rôle de la β-caténine 
La β-caténine a un rôle de suppresseur de tumeur en participant à l’adhérence cellule-cellule via l’E-cadhérine 
(gauche). Elle peut avoir un rôle oncogénique en agissant sur la transcription de gène par la voie Wnt (droite). 
Les protéines indiquées par une flèche rouge descendante ont leur expression diminuée dans le secretome 
lorsque p53 est exprimé et celles avec une flèche verte montante augmentée. Les protéines avec un « = » bleu 
sont détectées mais non modulées. 

2.1.4. Influence sur les voies de néo-angiogenèse 

La néo-angiogenèse observée dans les tumeurs nécessite notamment l’action de facteurs de 

croissance qui agissent sur la prolifération des cellules endothéliales (VEGF, bFGF, TGF-β, 

PDGF) (Figure 76). En absence de p53, VEGF, TGF-β et PDGF-B sont surexprimées dans le 

secretome de la lignée H358 (Rq : le PDGF-B a un ratio de 0.63. Il n’a pas été initialement 

renseigné dans le tableau car il n’est identifié qu’à partir d’un seul peptide). C’est aussi le cas 
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pour le facteur pro-angiogénique IL-8 [278], et l’IGF-II qui est capable de stimuler l’expression 

de VEGF [279]. Inversement, la serpin B5 (maspin), un facteur anti-angiogénique, est 

surexprimée en présence de p53. L’ensemble de ces protéines sont des cibles connues de p53. 

VEGF, TGF-β, IL-8, IGF-II sont réprimés et la serpin B5 induite par p53. Un cas contradictoire 

est observé avec la thrombospondine. C’est un facteur anti-angiogénique induit par p53. Pourtant 

celui-ci est surexprimé dans le secretome en absence de p53. D’autres voies de régulation sont 

sûrement en jeu dans ce cas précis. 
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p53

p53IL-8↓
IGF-II↓

p53
p53

VEGF-A
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Figure 76 : Influence sur l’angiogenèse (d’après Ferrara et al. [221]). 
Les protéines indiquées par une flèche rouge descendante ont leur expression diminuée dans le secretome 
lorsque p53 est exprimé et celles avec une flèche verte montante augmentée. 

2.1.5. Influence sur la sénescence 

La protéine p53 est capable, notamment par l’intermédiaire de l’expression de p21, d’induire la 

sénescence cellulaire. L’induction de l’expression de p21 en réponse à l’expression de p53 ainsi 

que l’arrêt de la prolifération des cellules ont été confirmées. D’autres voies de signalisation 

peuvent conduire à un état sénescent (Figure 77). 

La voie IGF/IGFBP joue un rôle dans l’induction de la sénescence. Les IGFBPs sont capables de 

séquestrer les IGFs et de supprimer ainsi la fixation à leur récepteur et leur signalisation. Quatre 

membres de ce complexe sont régulés dans le secretome en fonction de p53 : IGF-II, IGFBP-2, 3, 

4. IGFBP3 est une cible transcriptionnelle de p53 associée à la sénescence [234]. 
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Les cellules sénescentes ont aussi une surexpression du régulateur PAI1 [235]. PAI1 est modulé 

par p53 et peut inhiber les deux activateurs du plasminogène tPA et uPA. Il empêche ainsi la 

dégradation de la MEC et la libération de facteurs de croissance nécessaires à la prolifération. En 

présence de p53, tPA et uPA sont tous les deux diminués dans le secretome. Il sera intéressant de 

voir si cette diminution passe bien par une induction de PAI1. 

↑

↓IGF-II
IGFBP-2
IGFBP-3
IGFBP-4

↓
↓
↑

↓
↓

↓ ↓

 

Figure 77 : Les différentes voies de transduction du signal de senescence (d’après Kuilman et Peeper [236]). 
Les protéines indiquées par une flèche rouge descendante ont leur expression diminuée dans le secretome 
lorsque p53 est exprimé et celles avec une flèche verte montante augmentée. 

Un certain nombre des membres des voies « classiques » des procédés de métastase, invasion, 

angiogenèse, sénescence sont régulés dans notre étude. Cette régulation coïncide avec un 

caractère plus tumorogénique en absence de p53. 

Certaines des protéines régulées du secretome n’entrent pas dans ces voies « classiques » mais 

peuvent néanmoins jouer un rôle important dans la tumorogenèse. Quelques unes sont discutées 

ci-dessous. 
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2.1.6. La kallikrein-6 et la modulation du micro-environnement tumoral 

En parallèle du dogme central incluant uPA, les MMPs et les cathepsines, d’autres acteurs 

modulant le micro-environnement tumoral ont été mis en valeur récemment, notamment les 

kallikreins [280]. 

Les kallikrein-related peptidases appartiennent à la famille des sérine protéases et sont composées 

de 15 membres qui ont divers rôles physiologiques (voir les revues [281, 282]). Elles ont été 

mises en évidence comme bio-marqueurs potentiels pour le criblage, le diagnostic, le pronostic et 

le suivi de nombreux cancers (prostate, ovaires, sein, testicules et poumon). Une revue très 

complète sur la relation entre cette famille de protéines et les cancers a été publiée par Diamandis 

et al. [283]. La PSA (prostate-specific antigen), nommée aussi kallikrein-3, est le membre le plus 

connu de la famille et sert de bio-marqueur du cancer de la prostate. 

La kallikrein-6 (KLK6) a été caractérisée comme marqueur de certains types de cancers ovariens 

et de l’utérus [284, 285]. Les patients atteints d’un carcinome ovarien ont une concentration de 

KLK6 dans leur sérum environ 2 fois plus importante que les patients normaux ou atteints de 

tumeurs bénignes [284]. Les cancers gastriques et du colon ont un niveau d’expression d’ARNm 

KLK6 nettement plus important que les muqueuses normales [286, 287]. Dans chacune de ces 

études, la surexpression de KLK6 est corrélée avec un pauvre pronostic. Cela est dû au rôle joué 

par KLK6 dans la progression du cancer. Il est impliqué dans les procédés d’angiogenèse, 

migration et invasion par des mécanismes impliquant la dégradation de la matrice extra-cellulaire 

[280]. Les substrats connus de la KLK6 sont des protéines de la MEC telles que le collagène, le 

fibrinogène, la fibronectine et les laminines [280, 288]. 

Prezas et al. ont démontré que des cellules ovariennes transfectées de façon stable pour exprimer 

les KLK4, 5, 6 et 7sont plus invasives in vitro et forment de plus grosses tumeurs chez la souris 

[289]. Une autre étude démontre qu’un inhibiteur synthétique des kallikreins atténue l’invasion 

tumorale [290]. Plusieurs kallikreins jouent notamment ce rôle en activant les membres de la 

cascade protéolytique : uPA-uPAR-MMP [280]. 

Les kallikreins sont aussi capables d’interférer avec la voie IGF/IGFBP. Ainsi les KLK1, 2 et 3 

sont des protéases anti-IGFBP capables de dégrader les IGFBP2, 3, 4 et 5 supprimant leur effet 

suppresseur de tumeur et diminuant ainsi leur affinité pour les IGFs. L’IGF peut ainsi moduler la 

croissance de cellules du cancer de la prostate in vitro [291-293]. Il peut ainsi y avoir une relation 

entre la surexpression de l’IGF-II, la diminution de IGFBP3 et la surexpression de KLK6 

observés. 

La kallikrein-6 n’a jamais été caractérisée dans des tissus tumoraux du poumon. Par contre, au 

moins une kallikrein (kallikrein-11) surexprimée dans les carcinomes du poumon a été identifiée 
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lors d’une étude microarray (particulièrement dans les tumeurs neuroendocrines au devenir peu 

favorable) [294]. 

En nous basant sur le modèle de Henkhaus et al. [295], nous pouvons proposer le suivant (Figure 

78). Henkhaus a montré que la protéine kinase AKT permettait l’expression du gène KLK6. Or 

quand p53 est exprimé, celle-ci induit l’expression du gène PTEN dont la protéine est capable 

d’inhiber AKT et donc potentiellement de diminuer l’expression de KLK6. Pour confirmer cette 

hypothèse, il sera intéressant d’analyser les niveaux de AKT et PTEN dans la cellule. 

PTEN

p53

Serpin

uPA-uPAR-MMP pathway activation ?

 

Figure 78 : Modèle proposé pour expliquer l’expression différentielle de KLK6 dans le secretome de H358 en 
fonction de p53 (D’après Henkhaus et al. [295]) 

L’identification de KLK6 dans notre étude, ainsi que sa surexpression dans le secretome en 

l’absence de p53 corrèle avec ces données. 

Les kallikreins ont leur activité bloquée par un groupe d’inhibiteurs de sérine protéase, les serpins 

[283]. De façon intéressante, notre étude identifie deux membres de cette famille, la serpin B5 

(maspin) et la serpin B1 (leucocyte elastase inhibitor) dont la surexpression en présence de p53 

pourrait diminuer la quantité de KLK6. 

S’il parait clair que KLK6 joue un rôle dans la tumorogenèse, le nombre de cancers dans lequel il 

a déjà été caractérisé exclu vraisemblablement une spécificité de ce marqueur pour les cancers du 

poumon. Enfin, aucune variation d’expression significative n’a été mise en évidence lors de notre 

étude préliminaire faite sur une faible cohorte de patients. 
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2.1.7. FGF-19 

FGF-19 appartient à la famille des fibroblast growth factor (FGF) composée de 22 membres se 

fixant sur 4 récepteurs tyrosine kinases et (FGFR1-4) [296]. L’interaction de FGF avec son 

récepteur conduit à une dimérisation et une autophosphorylation du récepteur, au recrutement 

d’adaptateurs cytosoliques tels que FRS2 (fibroblast growth factor receptor substrate 2) et à 

l’initiation de multiples voies de signalisation [297]. FGF-19 se fixe de façon spécifique sur le 

FGFR4 [298]. L’expression systémique de FGF-19 chez des souris transgéniques provoque une 

carcinogénèse hépatique [299]. Desnoyers et al. ont démontré récemment que FGF-19 est 

exprimé dans plusieurs tumeurs humaines dont les carcinomes à cellules squameuses du poumon 

et que ce facteur est impliqué dans la progression tumorale [300]. Cette action passe par FGFR4, 

FRS2, ERK et l’activation de la β-caténine (Figure 79). Pai et al. ont montré que FGF-19 

augmente la phosphorylation sur tyrosine de la β-caténine et cause une perte de l’interaction E-

cadhérine/β-caténine [301]. Cela active la voie Wnt avec une translocation nucléaire de la β-

caténine et l’expression de gènes favorisant le développement tumoral (uPAR,…). La protéine 

FGF-19 est surexprimée dans le secretome de H358 en absence de p53. Cette variation est 

retrouvée in vivo dans notre modèle de souris. Cette protéine peut être une cible intéressante pour 

des investigations futures. 

Cell proliferation, EMT, invasion and metastasis.

FGFR4

FGF19

FRS2 Ras

ERK2b-catenin

transcription

Wnt
signaling

p53

MAPK

 

Figure 79 : Modèle de l’action de FGF-19 sur le développement tumoral. 
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2.1.8. FGF-BP1 

Les FGFs sont impliquées dans des conditions pathologiques telles que la croissance et 

l’angiogenèse tumorale. Les FGFs sont étroitement liés aux protéoglycans et donc enchâssés dans 

la MEC. Leur libération dans le milieu est une étape critique de leur activation qui, outre l’action 

de protéases sur la dégradation de la MEC, nécessite l’action d’une protéine chaperone  

FGF-binding protein (FGF-BP) [302]. Ces FGF-BP sont surexprimés dans de nombreuses 

tumeurs et sont particulièrement associés au stade précoce de la formation tumorale, quand la 

néo-angiogenèse joue un rôle critique [303, 304]. De façon intéressante, Sherif et al. ont montré 

une relation entre FGF-BP et p53 [305]. Lorsque p53 est exprimé dans des cellules de carcinome 

de la tête et du cou, ils observent une diminution de FGF-BP associée avec une inhibition de la 

croissance cellulaire in vitro et in vivo. De plus, l’action nucléaire de la β-caténine lors de 

l’activation de la voie Wnt (Figure 75) induit une augmentation de l’expression de FGF-BP 

durant la carcinogénèse du colon [306] 

FGF-BP1 est un des membres de la famille FGF-BP peu documenté dans la littérature. Tassi et al. 

ont suggéré que FGF-BP1 représente un régulateur important qui module de façon positive les 

réponses cellulaires médiées par les FGFs telles que la signalisation, la prolifération et 

l’angiogenèse [307]. De plus, les différentes voies décrites pour FGF-BP pourraient correspondre 

aux variations observées dans notre étude du secretome. FGF-BP1 est sous-exprimée en présence 

de p53. Il pourrait avoir une relation avec la β-caténine. Enfin, son action couplée à celle des 

protéases (uPA, tPA, KLK6) pourrait participer à la libération de FGF-19 de la MEC et 

potentialiser son action passant par ERK2 et la β-caténine. En tenant compte de ces paramètres, 

on peut proposer le modèle suivant : 
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Figure 80 : Modèle du mécanisme d’action de la protéine FGF-BP1 (d’après Abuharbeid et al. [302]). 

2.1.9. Le transporteur de zinc ZIP10 

ZIP10 appartient à la famille des transporteurs de zinc ZIP (ZRT IRT-like protein), protéines 

impliquées dans l’influx de zinc dans le cytosol [308]. Des études ont démontré que le zinc est 

impliqué dans la progression des cancers [309], comme par exemple dans les carcinomes de la 

prostate [310] et du foie [311]. Certains ZIP sont impliqués dans la progression des cancers, 

comme ZIP6/LIV1 qui joue un rôle dans la métastase du cancer du sein vers les ganglions 

lymphatiques [312]. 

Très peu d’études sur ZIP10 sont référencées dans la littérature, néanmoins Kagara et al. ont 

montré son rôle dans la progression du cancer du sein [313]. Cette activité de migration est 

inhibée par le knockdown de ZIP10 ou la chélation de zinc. L’analyse d’échantillons cliniques 

montre que les cancers du sein métastatiques ont une expression plus importante de ZIP10 que 

ceux sans métastase. Cet effet pourrait résulter d’une action de ZIP10 dans la TEM observée lors 

de la progression des cancers. En effet, il pourrait augmenter l’invasion en ciblant la voie 

ERK1/2-Snail/Slug [314]. Nous trouvons dans notre étude que ZIP10 est grandement diminuée 

dans le secretome lors de la réexpression de p53. Cette protéine pourrait donc être une cible 

intéressante. 
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2.1.10. GDF-15 

La protéine GDF-15 (growth differentiation factor 15) appartient à la superfamille des TGF-β 

[315]. Sa découverte ayant été faite simultanément par différentes équipes, elle est aussi connue 

sous d’autres noms tels que NAG-1 (NSAID activated gene), MIC-1 (Macrophage Inhibitory 

Cytokine-1) ou PTGFB (Placental Transformation Growth Factor-β). Son récepteur et sa voie de 

signalisation n’ont pas encore été décrits. Les effets de GDF-15 sont contradictoires puisqu’il 

peut, selon les conditions, aussi bien jouer un rôle tumorogène qu’anti-tumorogène [315]. La 

surexpression de GDF-15 dans des cellules cancéreuses déclenche un arrêt du cycle cellulaire 

et/ou une augmentation d’apoptose [316]. In vivo, la surexpression de GDF-15 par des cellules de 

glioblastome ou du cancer du colon inhibe la formation de tumeur chez des souris nude [316]. 

L’expression de p53 [317] et EGR-1 [318] et l’inhibition de la voie AKT/GSK-3β augmentent 

l’expression de GDF-15 [319] (Figure 81). 

 

Figure 81 : Régulation de l’expression de GDF-15 (d’après Eling [315]). 

Lors de notre étude du secretome, GDF-15 est surexprimé en présence de p53 en accord avec sa 

régulation transcriptionnelle par ce dernier. L’arrêt du cycle cellulaire observé chez les cellules 

H358 correspond aussi à la fonction de GDF-15. De façon intéressante, sa variation est retrouvée 

in vivo chez notre modèle de souris et est aussi observée dans leur plasma. 

2.2. L’étude des protéomes cytosoliques et des organelles&membranes 

L’influence de p53 sur la modulation du protéome cytosolique et du protéome des organelles 

(réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondries,…) et membranes des cellules H358 

a été étudiée. Ces protéines régulées par p53 présentent également un intérêt pour la 

compréhension des mécansimes cellulaires impliqués. 
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2.2.1. Le complexe MCM 

La réplication de l’ADN est un mécanisme très conservé qui nécessite la présence d’un complexe 

hétérohexamérique de MCM 2-7 [320]. Les MCMs peuvent constituer des bio-marqueurs de 

« l’état » du cycle cellulaire, c'est-à-dire refléter une cellule capable de proliférer plutôt qu’une 

cellule quiescente ou senescente [320]. L’expression des 6 MCMs est observée à toutes les 

phases du cycle cellulaire et est diminuée lorsque la cellule quitte le cycle pour la quiescence, la 

différentiation ou la senescence [321]. Les cellules tumorales étant caractérisées par une forte 

prolifération, les MCMs peuvent représenter des bio-marqueurs de cancers. Le rôle potentiel des 

MCMs comme marqueur prédictif de survie des patients a été montré pour différents cancers dont 

les carcinomes du poumon non à petites cellules [322, 323]. 

Cinq de ces 6 protéines sont sous-exprimées en présence de p53 dans le protéome des organelles 

& membranes de la lignée H358 (protéines MCM 2, 3, 4, 6, 7). Ce résultat coïncide bien avec une 

augmentation de la prolifération cellulaire en absence de p53. Il a d’ailleurs été montré que p53 

est capable de diminuer la transcription de MCM7 [324]. Par contre, ces protéines sont 

normalement exclusivement nucléaires et on peut donc être surpris de les retrouver dans le 

protéome des organelles & membranes. L’hypothèse la plus probable réside en l’éclatement d’un 

certain nombre de noyaux durant la préparation des échantillons. La même variation est observée 

pour chacun des réplicas effectués. L’éclatement des noyaux est donc « homogène » entre les 

différentes préparations et cette différence d’expression donc fiable. 

2.2.2. Carboxylestérase 2 

La carboxylestérase 2 est impliquée dans la détoxification de la cellule par l’hydrolyse des 

liaisons esters de certaines drogues (cocaine, heroine,…). Son expression est régulée au niveau 

transcriptionnel par la protéine p53 [325]. Très peu d’information sur cette protéine est disponible 

dans la littérature. Néanmoins, une récente étude a montré que son expression était diminuée dans 

les tissus de cancer colorectal [326]. Notre étude met en valeur une forte augmentation (>4 fois) 

de cette protéine dans le protéome organelles lorsque p53 est exprimé. Une étude plus 

approfondie de ce phénomène pourrait donc être intéressante. 

2.2.3. Ferredoxin reductase (NADPH:adrenodoxin oxidoreductase) 

La ferredoxin reductase est une protéine mitochondriale responsable du transfert d’électrons du 

NADPH au cytochrome p450 via la ferredoxine [327]. C’est une cible transcriptionnelle de p53 

[327]. Sa surexpression par la cellule inhibe la croissance de cellules du cancer du colon [328]. 

Une étude clinique a montré que l’expression de la ferredoxin reductase n’affectait pas le devenir 

de patients atteints d’un cancer colorectal sans mutation de p53. Par contre, parmi les patients 
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porteurs d’une mutation de p53, ceux possédant une faible expression de la ferredoxin reductase 

ont un plus mauvais devenir que ceux qui en ont une forte expression [329]. Notre étude met en 

valeur une forte augmentation de cette protéine dans le protéome organelles lorsque p53 est 

exprimé en accord avec les résultats précédents. 

2.2.4. Ribonucleotide reductase M2B 

La ribonucleotide reductase M2B (p53R2) est une protéine induite par p53 qui joue un rôle 

crucial dans la réparation des dommages de l’ADN [330]. La corrélation entre l’expression de 

p53R2 et l’invasion / métastase des cancers reste controversée. La protéine p53R2 a été rapportée 

comme associée avec la résistance aux agents anti-cancéreux pour les cancers de la cavité orale et 

de l’œsophage [331, 332]. Liu et al. ont au contraire montré que l’augmentation de l’expression 

de p53R2 entraine une réduction de l’invasion des cellules cancéreuses et qu’à l’inverse sa 

diminution augmente significativement l’invasion [333]. 

Une autre étude a établi que la sous-expression de p53R2 augmente le potentiel d’invasion dans 

des cellules tumorales mutées en p53. Cela entraine une augmentation de la translocation 

nucléaire de la β-caténine et une perte de l’expression cellulaire totale d’E-cadhérine [334]. Cette 

observation est à mettre en parallèle avec la voie présentée Figure 75 et donc une activation de la 

voie Wnt associée. Lorsque p53 est exprimé par H358, nous observons une augmentation du 

p53R2 cytosolique. 

3. Les cibles transcriptionnelles de p53 régulées dans la lignée H358 

La Figure 82 résume l’ensemble des cibles transcriptionnelles de p53 identifiées dans les 

différents protéomes de la lignée H358/TetOn/p53. Chacune des protéines est modulée par p53 

dans le sens attendu. Seule la thrombospondin-1 (tsp1), normalement induite par p53, est 

surexprimée dans notre étude en absence de p53. Ceci s’explique sans doute par l’intervention 

d’autres voies de régulation. Le facteur de transcription aryl hydrocarbon receptor (AhR) est, par 

exemple, capable d’induire l’expression de la thrombospondin-1. De plus, une régulation autre 

que transcriptionnelle peut aussi intervenir. 

Ces résultats valident notre modèle et notamment l’expression d’une protéine p53 sauvage et 

fonctionnelle. 
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Figure 82 : Les cibles transcriptionnelles de p53 régulées dans la lignée H358. 

En noir : les protéines régulées dans le secretome, en bleu celles du cytosol et en rouge celles des 
organites&membranes. Les astérisques (*) représentent les protéines identifiées dans différents protéomes 
avec le même code couleur. 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor A, TGF-β: Transforming Growth factor β2, OPN:Osteopontin, 
FBLN1:Fibulin-1, IGF-II: Insulin Growth Factor II, IL-8: Interleukin-8, tPA: Tissue Plasminogen activator, 
uPA: Urokinase Plasminogen Activator, DNMT1: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1, CKS2: Cyclin-
dependant kinase regulatory subunit 2, CLUS: Clusterin, STMN1: Stathmin, DUT: Deoxyuridine 5’-
triphosphate nucleotidohydrolase, tsp1: Thrombospondin-1, EPHA2: Ephrin Type-A receptor 2, IGFBP3: 
IGF binding protein 3, GDF15: Growth Differentiation Factor 15, ADRO: NADPH:adrenodoxin 
oxidoreductase, p53R2: Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 B, EST2: Carboxylesterase 2, 
PIG3: Putative Quinone Oxidoreductase, ASAH1: Acid ceramidase, AK1: Adenylate kinase 1, CSP2: 
Versican. 
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4. Protéomique et oncologie 

La forte mortalité associée aux cancers est due en grande partie à l’incapacité actuelle d’établir un 

diagnostic suffisament précoce. En effet, les outils utilisés en clinique (imagerie,…) ne détectent 

la tumeur qu’à un stade déjà avancé. La découverte de bio-marqueurs spécifiques est donc 

primordiale. La protéomique est un outil de choix pour la recherche de cibles protéiques d’intérêt 

clinique. Néanmoins, elle se heurte à de nombreuses difficultés freinant actuellement son emploi 

pour une telle utilisation. 

Aujourd’hui il est impossible de penser protéomique clinique sans penser standardisation. En 

effet, il est très difficile de valider la découverte de bio-marqueurs, par exemple, au sein de 

laboratoires indépendants si ceux-ci n’ont pas fixé préalablement les conditions de prélèvement 

ou de stockage de l’échantillon ainsi que les différents facteurs d’expérimentation permettant de 

faire reconnaître et donc de valider leurs découvertes. L’élaboration de standards et la 

standardisation posent un vrai problème de crédibilité à long terme pour l’analyse protéomique, 

entraînant des problèmes de confiance envers les résultats obtenus. En effet, il existe un très large 

panel de techniques aussi bien pour la séparation des analytes que pour leur identification, 

caractérisation ou quantification en spectrométrie de masse (voir Chapitres 1 et 2 de la partie 

Bibliographie), aboutissant ainsi à un volume de données énorme où la nature et le format des 

données sont variables. C’est pourquoi l’organisation HUPO (HUman Proteome Organisation) a 

mis en place PSI (Proteomics Standards Initiative www.psidev.info) dont le but est de définir des 

standards afin d’aboutir à une meilleure analyse des données protéomiques au niveau de leur 

comparaison, de leur échange et de leur vérification. 

Les échantillons utilisés en protéomique clinique peuvent être de trois sources : le sang, les autres 

fluides biologiques accessibles (salive, sécrétions…) et les tissus. 

Les échantillons tissulaires constituent la source originelle des bio-marqueurs tumoraux et 

donnent accès à de nombreuses protéines non observables dans les fluides biologiques. Par 

contre, leur collecte représente un acte invasif pour le patient. 

Le sang est une source de protéines très avantageuse pour le criblage et la détection précoce des 

cancers car son prélèvement est un acte très peu invasif. Comme suggéré par Liotta : « the blood 

contains a treasure trove of previously unstudied biomarkers that could reflect the ongoing 

physiologic state of all tissues » [335]. Néanmoins, son analyse nécessite de relever un certain 

nombre de challenges. Les bio-marqueurs de cancers sont beaucoup plus dilués dans le fluide 

sanguin que dans leur tissu d’origine. De plus, c’est un fluide très complexe contenant une grande 

diversité de protéines ou d’isoformes protéiques avec une gamme dynamique de concentration 
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d’une magnitude 9 à 10 [254]. Les protéines abondantes du sang telles que l’albumine ou les 

immunoglobulines peuvent masquer les protéines bio-marqueurs potentiels [259]. Plusieurs 

procédures d’élimination de ces protéines ont été décrites dont les colonnes de déplétion mais 

celles-ci entrainent une perte de protéines par fixations non spécifiques et donc une diminution de 

l’efficacité du criblage [267]. Enfin, de nombreuses protéines se trouvent sous forme de 

fragments peptidiques dans le sang par l’action de protéases [336]. De nombreux développements 

technologiques sont donc encore nécessaires. 

Début 2009, Lin et al. ont listé 57 études protéomiques faites directement sur le plasma ou le 

sérum parmi lesquelles 54 sont basées sur une approche MS et 3 sur une approche bio-puces à 

anticorps [337]. Dans la majorité des cas l’approche MS utilisée est de type SELDI-TOF  

(38 études sur 54). 

Le SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser Desorption Ionization - Time Of Flight) repose sur un 

système de criblage sur barrette d’affinité en amont de l’analyse MS. Elle est utilisée pour 

l’analyse différentielle de type patient / témoin afin de mettre en évidence des profils 

d’expression spécifiques. C’est une approche  assez simple sur le plan technique possédant une 

capacité d’analyse haut débit facilitant son application clinique. Néanmoins, elle se heurte à de 

nombreuses limites [337]. La plupart des études mettent en valeur des pics m/z discriminants 

mais non rattachés à l’identification de la protéine correspondante. De plus, très peu d’études 

indépendantes caractérisent les mêmes pics discriminants reflétant ainsi les différences 

techniques dans la collecte des échantillons, le traitement, le type de barrette SELDI... Cette 

variabilité inter-études limite son transfert vers la clinique. Enfin, les quelques études, identifiant 

les protéines correspondantes, ont mis en valeur des protéines abondantes ou non spécifiques 

telles que des protéines du stress, de coagulation ou de l’inflammation. 

Il est donc actuellement ardu de travailler directement sur le plasma. En conséquence, l’approche 

« secretome » représente une classe de protéines potentiellement détectables dans le sang et donc 

un modèle d’étude indirecte très prometteur. La pertinence clinique des marqueurs caractérisés 

pourra être appréhendée, dans un second temps, en les dosant dans des prélèvements de patients. 

Le secretome reflète la sécrétion protéique in vitro obtenue pour une lignée cellulaire, et donc des 

divergences avec ce qui se passe cliniquement sont inévitables. 

Notre étude, réalisée sur des souris xéno-greffées par la lignée H358, démontre que les variations 

ciblées sont observables dans un environnement in vivo. La modulation des protéines GDF-15, 

FGF-19 et VEGF a été confirmée dans la tumeur in vivo.  
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Plusieurs études ont montré précédemment que des protéines humaines libérées par des greffons 

tumoraux pouvaient être dosées dans le plasma des souris [338]. Une récente étude a également 

démontré que des protéines libérées par un greffon tumoral pouvaient être observées dans le sang 

par des approches protéomiques [339]. Nous avons montré que GDF-15 est également modulée 

par p53 dans le plasma des souris. L’expression différentielle d’une protéine issue d’une étude 

secretome peut donc être retrouvée et quantifiée dans le plasma de souris xénogreffées. C’est la 

première fois qu’une démonstration de la pertinence du secretome au niveau plasmatique est 

établie. Le secretome représente donc un modèle fiable pour la caractérisation de marqueurs 

tumoraux potentiels. 

Le but premier de notre étude était de mieux comprendre le rôle joué par la perte de p53 dans la 

tumorogenèse et le changement d’interaction des cellules tumorales avec leur environnement. 

Cette perte de fonction étant un élément très précoce et communément observé dans les cancers 

du poumon, notre étude pourrait aussi ouvrir des pistes intéressantes pour le diagnostic où le suivi 

de certains sous-types de cancer. Trois protéines (GDF-15, FGF-19 et Kallikrein-6) ont été 

dosées dans quelques échantillons de patients mais aucune variation significative n’a été 

observée. Les dosages effectués sur des plasmas de sujets sains attestent que les tissus normaux 

libèrent physiologiquement ces protéines dans le sang. La modulation due à la tumeur n’est sans 

doute pas suffisante pour être détectable. L’analyse des protéines directement au niveau des tissus 

tumoraux serait intéressante. De plus, des essais sur de plus grandes cohortes, avec des mutants 

p53 mieux ciblés et plus homogènes seraient pertinents. Enfin, il serait intéressant d’orienter ces 

essais ultérieurs en tenant compte des critères de classification des cancers du poumon établis par 

les anatomopathologistes [340]. 

A ce jour, aucun bio-marqueur potentiel identifié par protéomique n’est utilisé cliniquement et 

aucune étude de validation indépendante des marqueurs potentiels décrits n’a été publiée [341]. 

On peut donc logiquement se poser la question suivante : la protéomique est elle adaptée à la 

découverte de bio-marqueur utilisable en clinique ? Même si aucune étude ne valide ce concept, 

beaucoup d’espoirs persistent. Il ne faut pas oublier que la protéomique est une science récente. 

De nombreux développements technologiques et méthodologiques ne cessent de repousser les 

limites. Les études en cours dans les différents laboratoires apporteront sans doute prochainement 

des résultats plus concrets. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Ce travail a permis de développer un procédé d’analyse protéomique des secretomes efficace, 

couplant notamment un marquage iTRAQ et une séparation par OFFGEL. Celui-ci a été appliqué 

à l’étude du rôle joué par p53 sur la modulation des interactions des cellules tumorales entre elles 

et avec leur environnement. Nous avons ainsi caractérisé 91 protéines d’intérêt dont le niveau 

d’expression dans le secretome est modifié en présence de p53. Parmi elles, plusieurs ont une 

relation intéressante avec la tumorogenèse et constituent donc des cibles d’intérêt potentiel. Nos 

résultats in vivo sur un modèle de souris xénogreffées valident la pertinence du secretome et 

constituent la première validation in vivo du concept « secretome ». 

De nombreuses perspectives à ce travail sont envisageables. 

Ce travail a mis en valeur plusieurs cibles protéiques d’intérêt modulées par p53. Afin de mieux 

comprendre leurs mécanismes d’action dans le milieu extracellulaire, plusieurs études sont 

envisageables. Une partie des protéines est régulée indirectement par p53 et la caractérisation des 

voies de régulation impliquées serait donc intéressante. 

De plus, certaines protéines nécessitent la présence d’un récepteur cellulaire spécifique. C’est le 

cas, par exemple, des facteurs de croissance FGF-19, VEGF ou TGF-β mais aussi de l’uPA, 

l’osteopontine, l’amphiréguline ou l’interleukine-8,… Ces récepteurs ne sont pas forcément tous 

caractérisés. Chacun déclenche des voies de signalisation intracellulaire particulières aboutissant 

à des effets biologiques ou pathologiques (TEM, modulation du cycle cellulaire, des interactions, 

métastases, invasions, angiogenèses,…). 

La voie uPA-uPAR-MMPs semble clairement activée en absence de p53, participant ainsi à la 

dégradation de la MEC associée au caractère invasif. PAI, une cible de p53 régulant uPA et tPA, 

participe à la modulation de cette voie et il serait donc intéressant de caractériser son expression 

dans notre modèle. De même, de nombreuses MMPs (MMP-9, MMP-3,…) sont impliquées dans 

la dégradation de la MEC et il serait donc utile d’évaluer leur présence et leur effet. 

Enfin, un certain nombre de protéines semble avoir une action passant par les voies Ras/ERK 

(FGF-19, FGF-BP1, ZIP10) ou AKT (KLK6, GDF-15). Il serait donc pertinent d’étudier ces 

facteurs et leurs voies, ainsi que leur régulation éventuelle par p53 (PTEN, une cible de p53, a par 

exemple un effet inhibiteur sur AKT). 

La caractérisation des interactions protéiques (interactome) serait également intéressante. Cela 

permettrait, par exemple, d’investiguer une possible interaction entre FGF-19 et FGF-BP1, 

d’étudier la relation entre IGF-II et IGF-BP 3, 4 et 5 ou encore celle entre l’E-cadhérine, les 
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caténines β, α et δ et la voie Wnt. Différentes analyses pourraient être ainsi entreprises comme les 

co-immunoprécipitations, le double hybride ou le TAP-tag [342]. 

L’étude plus approfondie d’autres sous-protéomes de la lignée H358 pourrait aussi être 

intéressante, notamment le protéome nucléaire. Certaines cibles de p53 sont elles-mêmes des 

facteurs de transcription et peuvent donc contribuer à une régulation indirecte de p53 sur la 

transcription de gènes codant pour des protéines sécrétées. 

Afin d’établir plus précisément quelles sont les protéines du secretome régulées par p53 au 

niveau transcriptionnel, il serait intéressant d’étudier le niveau d’expression des transcrits par  

bio-puces ou PCR quantitative. Aucune étude de ce type n’a été réalisée à ce jour pour les gènes 

cibles de p53 dans la lignée H358. Une telle étude transcriptomique permettrait éventuellement la 

mise en évidence de nouvelles cibles transcriptionnelles de p53 et de mieux comprendre la 

régulation du secretome par p53. 

Une étude plus approfondie de l’action de p53 sur les voies de sécrétion serait également très 

utile. Certaines protéines du secretome sont libérées dans le milieu extracellulaire par des voies 

non classiques. Yu et al. ont notamment montré le rôle de p53 sur l’activation de la sécrétion par 

la voie exosomale [186]. L’action de p53 passe par l’induction de la transcription du gène TSAP6 

dont le produit est suffisant pour déclencher la libération exosomale. L’étude du niveau 

d’expression de TSAP6 permettrait de conforter l’emploi ou non de cette voie dans notre modèle. 

De plus, la purification et l’analyse du protéome exosomal pourrait également apporter des 

données intéressantes. 

Notre étude porte essentiellement sur la lignée cellulaire H358. L’utilisation d’autres modèles 

cellulaires serait pertinente pour conforter et généraliser nos résultats. L’étude inverse pourrait 

aussi être élaborée en analysant une lignée cellulaire d’adénocarcinome de type NSCLC non 

délétée en TP53 versus la même lignée traitée avec des siRNA anti-TP53. Ces autres modèles 

perettraient de confirmer nos résultats et d’éliminer définitivement le risque d’avoir des variations 

d’expression doxycycline-dépendantes. 

Les résultats obtenus lors de notre étude in vivo sont très encourageants. Plusieurs autres 

candidats potentiellement intéressants n’ont pas pu être testés faute de temps ou de kits 

commerciaux de dosage disponibles. De plus, des coupes de tumeur des souris ont été conservées 

en vue de leur analyse en immunohistochimie. Cette étude sera très intéressante pour valider les 

différences observées et les corréler avec les niveaux d’expression de p53, de caspase 3 active 

(apoptose), de CD31 (angiogenèse) ou de Ki67 (prolifération). De plus, celle-ci donnera des 

                                                                        - 264 -



Conclusions et perspectives 
 

 

informations sur la localisation cellulaire des protéines d’intérêts et notamment la confirmation de 

leur sécrétion dans le milieu extracellulaire. 

L’objectif à plus long terme sera de regarder le niveau d’expression des protéines d’intérêt dans 

des échantillons cliniques issus de patients atteins de NSCLC avec caractérisation du statut p53. 

La délétion totale de p53 étant rare cliniquement, il sera important de cibler de façon pertinente 

les mutations de p53 considérées en se concentrant notamment sur les « hotspots » de mutation. 

Une première étude pourrait être réalisée en anatomopathologie sur des coupes de tissus 

tumoraux de patients. Les cibles les plus intéressantes pourront ensuite être dosées dans le plasma 

de patients en vue d’une possible utilisation comme marqueur pronostic, diagnostic ou 

thérapeutique. 

La validation de bio-marqueurs potentiels dans des échantillons cliniques repose actuellement sur 

l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre ce marqueur. Typiquement, une cohorte de 

patients est incluse dans une étude et les échantillons sont criblés par ELISA (dans le cas des 

plasmas) ou immunohistochimie (dans le cas des biopsies de tumeur). La nécessité d’avoir 

l’anticorps adéquat est généralement consommateur en temps et en coûts. 

La protéomique pourrait prochainement apporter une alternative intéressante. Les spectromètres 

de masse de type triple quadrupôle utilisables en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

permettent la quantification absolue de bio-marqueurs dans le sang ou les extraits tissulaires 

[343]. La MRM, initialement développée sur le spectromètre de masse Q-TRAP 4000 (Applied 

Biosystems), permet la détection multiplex de nombreuses caractéristiques des peptides et leur 

quantification absolue par l’utilisation de peptides marqués isotopiquement. Ce type de 

spectrométrie peut être couplé à des approches de quantification absolue telles que le QCAT ou le 

PSAQ. Puisqu’elle n’utilise pas d’anticorps et que les bio-marqueurs découverts par 

spectrométrie de masse produisent généralement des peptides détectables en MRM, la méthode 

MRM représente une approche de choix pour la validation de bio-marqueurs sur de grandes 

cohortes de patients. Un certain nombre d’études référencées dans la revue de Kitteringham et al. 

[343] vont dans ce sens, dont par exemple le récent dosage de la PSA par MRM dans le plasma et 

le sérum [344]. Cette approche est encore jeune mais si les premiers résultats obtenus se 

confirment, elle pourrait représenter une méthode incontournable dans les prochaines années. 
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RESUME 

Le cancer est un véritable problème de santé publique et représentera en 2010 la première cause 

de mortalité dans le monde. La lutte contre cette maladie est donc, plus que jamais, un enjeu 

capital. Les processus tumoraux associés à la carcinogénèse, tels que la métastase, l’invasion ou 

l’angiogenèse, dépendent étroitement de la composition du milieu extracellulaire, lui-même 

affecté par la sécrétion de protéines par les cellules tumorales. La mutation ou la variation 

d’expression de facteurs pro- ou anti-oncogénique joue un rôle important dans le développement 

et la progression de la tumeur. Durant ce travail de thèse, nous avons voulu apporter des éléments 

de réponse à la problématique suivante : l’étude par protéomique des protéines sécrétées par la 

tumeur apporte t’elle des informations contribuant à la compréhension des mécanismes de la 

tumorogenèse et peut elle permettre de mettre en valeur de nouvelles cibles d’intérêt clinique ? 

Nous avons ciblé notre étude sur le cancer du poumon, le plus fréquent au niveau mondial tant en 

terme d’incidence que de mortalité. Ce cancer présente le plus fort taux de mutation du gène p53, 

un anti-oncogène clé de la cellule. Cette perte de fonction module la sécrétion de nombreuses 

protéines dont l’investigation est primordiale, bien que paradoxalement, peu étudiée. Notre travail 

s’est ainsi focalisé sur l’étude de l’influence de p53 sur la modulation de la sécrétion de protéines 

par les tumeurs du poumon. Nous avons ainsi développé un procédé d’analyse protéomique 

adapté, basé notamment sur un marquage iTRAQ, une séparation par isoélectrofocalisation de 

type OFFGEL et une analyse LC-MALDI-MS/MS. Ce procédé a été appliqué à l’étude du rôle 

joué par l’expression conditionnelle de p53 sur la modulation du secretome d’une lignée 

cellulaire d’adénocarcinome du cancer du poumon non à petites cellules. Plusieurs protéines 

d’intérêt ont ainsi été caractérisées et confirmées in vivo chez la souris au niveau tumoral et 

plasmatique. Ces résultats apportent une meilleure compréhension du rôle primordial joué par 

l’altération de p53 dans la modulation de l’environnement tumoral et font des secretomes 

cellulaires un modèle de choix pour l’identification de marqueurs tumoraux. 

 

Mots-clés : protéomique, secretome, tumorogenèse, cancer du poumon, p53, xénogreffe. 
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Résumé 
 

 

ABSTRACT 

Cancer is a real public health problem and will represent in 2010 the first cause of mortality. So 

the knowledge of this disease and its mechanisms remains a great challenge. Malignant processes 

such as metastasis, invasion, or angiogenesis are tightly dependent on the composition of the 

extracellular medium, which is itself affected by the release of proteins by the tumor cells. The 

mutation of pro- and anti-oncogenic factors plays an important role in tumor progression. In this 

work, we want to ask the following major question: is it interesting to study by proteomics the 

secreted proteins by tumor to better understand tumorigenesis mechanisms and is it useful for 

clinical biomarker discovery? We focused on lung cancer which is the cancer with the greater 

mortality and incidency frequences in the world. This cancer has the greater p53 mutation rates. 

This protein is a major tumor suppressor known to modulate the release of proteins by the tumor 

cells; however, while p53-modulated intracellular proteins have been extensively studied, little is 

known concerning their extracellular counterparts. Here, we developed a proteomics process 

using iTRAQ labeling, OFFGEL isoelectric focusing and LC-MALDI-MS/MS analysis efficient 

to the study of this class of proteins. We used it to characterize the p53-dependent secretome of a 

lung tumor model in vitro. We identified 909 proteins released by these cells, among which 91 

are p53-modulated. This differential secretome analysis promises more detailed of how the loss 

of wt-p53 contributes to tumorigenic processes through the modulation of secreted proteins. We 

also demonstrated that the modulation of exported proteins can be detected in vivo in total protein 

extracts and plasma of tumor-bearing mice. This is the first report establishing that the in vitro 

cell line secretome is reliable and reflects the extracellular release of proteins from tumor cells in 

vivo and could be used to identify putative tumor markers. 

 

Keywords: proteomics, secretome, tumorigenesis, lung cancer, p53 xenograft mouse model. 
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