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Cellule et tissus
- Biologie des cellules
- Transduction du signal

Transduction du signal

Principes de la transmission du signal — Voies de signalisation (2 heures)

* De quoi dépend la liaison du ligand a un récepteur ?

* Comment exprime-t-on laffinité de liaison du ligand a un récepteur ?

* Comment identifie-t-on un récepteur a la surface de la cellule ?

* Quelles classes majeures de récepteurs trouve-t-on a la surface de la cellule?

* Qu’est-ce qu’un facteur de croissance?

* Quel est le mode d’action de la transduction du signal? Quelles sont les deux classes majeures de protéines
intermédiaires de la transduction du signal?

* De quoi est composée la cascade de transduction du signal? Quelles sont les cibles de la cascade de signalisation?
* Définir amplification, spécificité, inactivation du signal. Quels roles jouent les molécules du type « seconds
messagers »?

* Quelle est la pertinence clinique des études de transduction du signal?

* Au sujet des protéines kinases et phosphatases: appliquer la classification, et expliquer le cycle, le site catalytique, le
domaine régulateur (définition, structure et role).

* Expliquer la régulation intrinséque et extrinseque de activité de la protéine kinase.

Les récepteurs couplés a la protéine G

* Comment peut-on classer les protéines G?

* Quelles sont les sous-unités des grandes protéines G?

* Nommer les classes majeures des protéines G trimériques et leurs effecteurs associés.

* Quelle est la fonction de Ga, des protéines Gsa. et Gia du complexe Gsa-GTP?

* Expliquer le cycle des protéines G.

* Quel est le role des effecteurs?

* Définir les GEFs ; quel réle jouent-ils au niveau de la protéine G?

* Définir les GAPs ; quel réle jouent-ils au niveau de la protéine G?

* Quels sont les différents récepteurs couplés a la protéine G?

* Quel réle jouent les récepteurs couplés a la protéine G?

* Définissez la structure et la fonction de I'adenylate cyclase. Comment ’AMPc retourne-t-il a un niveau basal?
Comment la voie de signalisation de PAMPC/PKA est-elle controlée a Iintétieur de la cellule?
* Expliquez comment AMPc/PKA controlent expression de génes.

Les récepteurs Tyrosine-Kinases (RTKs)

* Expliquer la structure et la fonction des récepteurs tyrosine-kinase. Décrire le role de la voie de signalisation TK.
Indiquer le principe de la phosphorylation de Tyr. Nommer les étapes de I'activation de RTK.

* Quelles sont les cascades majeures de signalisation induites par Iactivation de RTK?

* Comment se lient les protéines cytosoliques? Expliquer le domaine SH2.

* Connaitre 'importance des RTK pour le développement des inhibiteurs pour I'oncologie/ thérapies ciblées

* Connaitre le principe d’action des inhibiteurs des RTK

La voie Ras-MAPK

* Décrire et expliquer le fonctionnement des (super)familles Ras et des complexes Ras-GDP. Décrire le mécanisme
de fonctionnement GDP/GTP, comment agit GTP?

* Comment est activée la cascade MAPK. Définir le réle de la kinase Raf.

* Expliquer le controle de la transcription par activation de MAPK.
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* Quelle est la fonction de 'enzyme PLC-f? Qu’est-ce que le phosphatidylinositol?
» Comment fonctionnent les seconds messagers DAG et IP3?

* Que controle P'activation de PKC et qu’en résulte-t-il?

* Quel est le réle du calcium et celui de la calmoduline dans la signalisation?

* Quelle est la structure et la fonction de la calcineurine?

Les voies phosphatidyl inositol
* Quelle est la fonction de la PI3 kinase?
* Le mécanisme de 'activation de la kinase PKB (Akt) et sa fonction. Définir les fonctions de PTEN

Récepteurs des cytokines

* Comment un récepteur de cytokine est-il activé?

* Les facteurs de transcription STAT, comment fonctionnent-ils?

» Comment le signal du récepteur de cytokine/Jak se termine-t-il (mécanismes direct et indirect impliqués)?

La famille TGF-B, les récepteurs TGF-0 et leur modalité de signalisation
* Quels sont les facteurs de la famille TGFp?

* Comment est-ce que TGF-f mature-t-il?

* A quels niveaux TGF-B est-il controlé?

* Quels sont les 3 types de récepteurs au TGF-f?

* Les facteurs de transcription de la famille Smad, comment est-ce qu’ils fonctionnent?

* Quelle est la liaison entre la signalisation TGF- et le cycle cellulaire ?

* Est-ce que la signalisation TGF-P favotise ou supptime le développement des tumeurs?

Signaux de développement

* Décrire les 2 mécanismes qui peuvent actionner les signaux de développement.

* Qu’est-ce que la voie de signalisation Sonic HedgeHog et la protéine Patched? Qu’est-ce qui active la voie de
signalisation SHH?

* Qu’est-ce que la voie de signalisation Wnt?

* Quel est le role de la B-caténine dans cette voie?

* La voie de signalisation Notch et le récepteur Notch].

* Comment Notch est-il activé?

» Comment l'expression des genes est activé ?
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Principes de la transmission du signal —
Voies de signalisation

Voies de signalisation - les voies de transduction du signal

I. Introduction les voies de transduction du signal

Importance des études sur les voies de transduction du signal :
*1) Principes et connaissances de base des systemes biologiques
complexes;

2) Pertinence théorique et pratique des études vers la conception
rationnelle de molecules thérapeutiques

(et une nouvelle discipline appelée “génétique chimique”).

La. Biologie des systemes complexes
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Lb. réseaux de signalisation
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1.b.1. les voies de signalisation sont organisées plutot de maniére “intéerée’” que
séquencielle ou paralléle.
Nous avons 'habitude de penser a des signaux agissant en séquence linéaire.

Cependant, les voies de signalisation sont organisées plutot de maniere “intégrée” que

séi]uencielle ou parallele.
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L.c. Systems Biology and Drug Discovery

Systems Biology and Drug Discovery

Systems Biology + data from different sources — Mathematical Models

Mechanism of action

b |

Target discovery

Combination therapies

Drug repositioning —
New indications

Biomarkers discovery
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Protein kinase inhibitors
for cancer therapy
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* BRAF inhibitors may have paradoxical MAPK activation in select tissues. W
+ Often patients may be given a MEK inhibitor to prevent relapse and Proliferation

improve outcomes.

I.d. Objectifs d'apprentissage :

1. Les composants de la cascade de transduction dusignal intracellulaire :
-Liaison du ligand a un récepteur transmembranaire
-Les classes majeures de protéines
-Molécules de poids moléculaire bas de type second messagers

2. Les récepteurs couplés a la protein G

3. Les récepteurs tyrosine-kinase (RTKs)
-La voie Ras- MAPK
-Les voies de phospholipase (proteine kinase C et signilisation calcique)
-Les voies de phosphatidyl inositol

4. Récepteurs des cytokines

5. Récepteurs pour TGF-3
6. Signaux de développement (SHH, Wnt, Notch)

1. Les composants de la cascade de transduction du signal
intracellulaire :

1.a. Liaison du ligand a un récepteur transmembranaire

1.1.a. classes de récepteurs de surface cellulaire

e G proteine coupled receptors
Cytokine receptors

Receptor tyrosine kinases
TGEP recepteurs

Hedgehog (Hh) receptors
Wnt receptors

Notch receptor
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[ (W [ [,
TGRS Hedgehog (Hh) Wnt Notch
receptors | receptors receptors. receptor

receptors kinases

1.1.b. Signalisation entre différents types de cellules

la cicatrisation des plaies cutanées

La cicatrisation des plaies cutanées

Inflammatory Phase (Day 3)

Fibrin clot

Neotrophil

Macrophage

1.1.c. Définition générale de la transduction du signal
Définition générale de la transduction du signal :

Conversion d’un signal en réponse.
Un tel signal peut provenir de :
a) L’intérieur de la méme cellule
b) Différentes cellules au sein du méme organisme
¢) De l'environnement (par exemple, en réponse a la lumicre, chaleur, toucher, odeurs, bruit)

1.1.c.1. Une définition plus spécifique de la transduction du signal

a) Un ligand se lie a un récepteur.

b) La liaison du ligand induit un changement de conformation du récepteur.
¢) Le changement de conformation du récepteur déclenche une cascade de signalisation en aval.

d) terminaison du signal par divers mécanismes complémentaires :
e au niveau des interactions ligand-récepteur
e de l'expression du récepteur

e de la réinitialisation des voies de signalisation en aval et de I'expression des genes
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1.1.c.2. Composants des voies de transduction du signal

Composants des voies de transduction du signal:
e Ligand
e Récepteur, avec un changement de conformation déclenché par la liaison du ligand
e Protéines intermédiaires de la transduction du signal.
e Messagers secondaires pour transmettre et amplifier le sighal de nombreux récepteurs.
e Cibles terminales (régulateurs de la transcription de genes, de la structure de la cellule et de
son architecture, de la mobilité cellulaire et de la division cellulaire)

1.1.c.3. La liaison du ligand d un récepteur dépend de liaisons non-covalentes

La liaison du ligand a un récepteur dépend de liaisons non-covalentes de faible énergie (liaisons
ioniques, de van der Waals, interactions hydrophobes)

Résidus essentiels a la liaison étroite
avec le récepteur

Hormone
de croissance

Résidus essentiels

pour une liaison

étroite avec I’hormone ;(‘ ¢ Récepteur de
£ I’hormone de

k\ 1\\ croissance
K\(b‘\ )
ooc\Xy

1.c. Molécules de poids moléculaire bas du type «second messagers

1.1.c.4. Messagers secondatres
- DAG

-1P3

- Cat++

- AMPc

Messagers secondaires molécules de courte durée de vie et de faible masse moléculaire pour
transmettre et amplifier le signal de nombreux récepteurs.

telles que :
e DAG
e IP3
o (Cat+
e AMPc
_DAG | OO
| — o |

O=p—0 OH
& , . o
1 oA 3'.5'-Cyclic AMP
" eSateten ¥ i S Ca++ (cAMP)
s Activates protein
SR kinase A (PKA)
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1.b. Les classes majeures de protéines

1.1.c.). Protéines intermédiaires de la tranduction du signal

Protéines intermédiaires de la tranduction du signal :
1) Les protéines kinases et les phosphatases
2)Les protéines G (Liant le GTP)

3) Les phospholipases

Autres transducteurs de signal :
- les protéases

- les facteurs de transcription faisant directement la navette entre le récepteur et le géne

1.1.c.5.a. Protéines kinases et phosphatases

Protéines kinases et phosphatases :

Dans le génome humain: 500 protéines kinases et 100 phosphatases

Deux types Protéines kinases et phosphatases :

1) Les Set/Thr kinases et phosphatases
2) Les Tyr kinases et phosphatases

R—OH
Class
Pi ATP o
). Transferases
Protein Protein {(3. Hydrolases
phosphatase kinase ¢ T
Isomerases
H,0 9 ADP 6 Ligus
R—O—T—O‘
o

Protein Kinases

TABLE 8.3  Six major classés of enzymes

Type of reaction

s Oxidation-reduction

Group transfer

Hydrolysis reactions (transfer of
functional groups to water

Addition or removal of groups to form
double bonds

Isomerization (intramolecular group

transier

Digation of two substrates at the expense

ofATP hydrolysis

Protein Phosphatases

Example Chapter
Lactate dehydrogenase
Nucleoside monophosphate
kinase (NMP kinase

[T hymotrypsin |
Fumarase 18
Triose phosphate isomerase
Aminoacyl-tRNA synthetase

Certaines kinases et phosphatases sont des récepteurs transmembranaires et sont directement

activées par la liaison du ligand

Certaines kinases et phosphatases sont directement associées aux récepteurs transmembranaires
et sont directement controlées par I'activation du récepteur.

Certaines kinases et phosphatases font partie de la cascade de signalisation en aval, et sont
directement controlées par des messagers secondaires, des protéines G et d’autres kinases et

phosphatases.

1.1.c.5.a.1. Protein Kinases : transferases
protéines kinases ont un site catalytique

Toutes les protéines kinases ont un site catalytique avec une structure de base similaire
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Glycine lid

Small domain Target

peptide

Protéine Cible

Large domain

Lactivité de la protéine kinase dépend de la position “ouverte” ou “fermée” du site catalytique.

Glycine lid
Small
domain
‘ Active site ‘ “
Large
domain

Open Closed

1.1.c.5.a.2. Protein Phosphatases : hydrolases
Ouverture du site catalytique par phosphorylation de résidus critiques au niveau du “glycine lid”
par

- réaction intramoléculaire d’auto-phosphorylation
- réaction de phosphorylation réciproque apres dimérisation de la kinase

Glycine lid
Small
domain
‘ Active site ‘ \‘
Large
domain

Open Closed

2.a.1.b.protéines kinases possédent un domaine régulateur.

En plus de leur site catalytique, de nombreuses protéines kinases possedent un domaine

régulateur.

régulation de I’activité de la protéine kinase par blocage du site catalytique par le domaine
régulateur, grace a un recouvrement intra-moléculaire.
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regulatory
. regulatory

o | (On|

régulation de l'activité de la protéine kinase par liaison des messagers secondaires (comme le
calcium, le DAG, la cAMP) ou d’autres protéines au domaine régulateur (comme la calmodulin),
provoquant “'ouverture” du site catalytique.

N

\ eai

\ ‘/"

regulatory ':ﬁ
i R

1.1.c.5.a.3. Pertinence clinique des études de transduction du signal
- dans la conception Rationnelle de molécules thérapeutiques
- diagnostic moléculaire

«

De récents développements tres intéressants dans la conception Rationnelle de molécules
thérapeutiques sont basés sur:

- I'identification d’inhibiteurs kinase-spécifiques de faible poids moléculaire

- des anticorps spécifiquement dirigés contre les kinases

De récents développements en diagnostic moléculaire sont basés sur: - Iidentification d’anticorps
phospho-spécifiques qui reconnaissent sélectivement les formes actives phosphorylées de chaque
protéine kinase.

‘.

Small domam

AT N ]

Glycine lid

Torget ATP analogue (inhibitor)

(reversible, competitive)

Nucleotide-
binding
pocket

Protéine Cible

Large domain

diagnostic moléculaire
Diagnostic moléculaire

Indirect Immunohistochemistry

Colored eq
° Immunofiuorescence
Product ®e \ w0
Signal —
oo™
oA ) — Labeled Secondary _ Fluorescent Tag
Antibody -
AN 7 ||—abeled P Antibody
anaryAnlvbooy Light Lat vy,
\ Pmlans \ onlems

&

CellTissue Celmuue
Coloration immunofluorescent des cellules Ad31 d’ EGF non traitées (a gauche) et traitées.
Diagram 1: lllustration of Indirect and methods. (adroite), utilisant I anticorps Phospho-EGF Receptor (Tyr992) .
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I histochemical staining of paraffin-embedded
human breast tumor, using Phospho-HER2/ErbB2

. (Tyr1248)/EGFR (Tyr1173) Antibody (left)

in paraffi human breast carcif or the same antibody preincubated with specific
showing membrane localization, N .

usina HER2/ErbB2 Antibodyv. phospho-peptide (right).

ical staining of

1.1.c.5.b. Les protéines G (I sant le GTP)

Protéines G :

GTPases, passant d’'une forme active liée au GTP a une forme inactive liée au GDP

(examen)
2 classes de protéines G :
e grandes protéines G (multimerique a, b/g)
e petites protéines G (Ras, Rho/Rac)

(a) GTP-bound "on" state (b) GDP-bound "off" state

Gly-60 Thr-35

Switch Il

2.b.1.

Active ("on") Active ("on")
G G
G ¥ \e®
P P «~O— GAPs
GEFs —©@— «~©O— RGSs
—&— GDIs

" " Inactive ("Off")
\Inactlve( off") GTP
G
@ D
P

1.1.¢.5.b.1. Lactivité intrinseque G'TPase des protéines G est régulée par
- GEFs (“Guanine nucleotide Exchange Factors”)
- GAPs (“GTPase Activating Proteins”)

34
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Lactivité intrinseque GTPase des protéines G est régulée par:
L’activité intrinséque GTPase des protéines G est régulée par: (examen)

1) Les GEFs (“Guanine nucleotide Exchange Factors”),[s}:p]facteurs qui entrainent la libération
de GDP de la protéine G, puis la fixation de GTP, qui est favorisée par son importante
concentration intracellulaire.stsDonc les GEFs sont des régulateurs positifs qui “activent” la
protéine G, qui alors sous sa forme active se lie aux effecteurs en aval (aux protéines kinases

r=-1

par ex.). isee:

2) Les GAPs (“GTPase Activating Proteins”) qui augmentent I’activit¢ intrinséque GTPase
de la protéine G.istrDonc les GAPs sont des régulateurs né_gatifs qui “désactivent” la protéine

G qui alors inactive se dissocie de ses effecteurs en aval. isgp!

1.1.c.5.c. Les phospholipases

Phospholipase cleavage sites. An &
enzyme that displays both PLA1 and
PLA2 activities is called a
Phospholipase B.

1.1.¢.5.c.1. Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol :

- élément phospholipidique de la membrane cytoplasmique;

Cytosolic leaflet

)
i ATP ADP

Inositol
» s
v

Pl 4-phosphate Pl 4,5-bisphosphate
(PIP) (PIP2)
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1.1.c.5.c.2. PIP , 51 clivé par la phospholipase C

PIP; est clivé par la phospholipase C pour générer deux messagers secondaires de faible masse

moléculaire

deux messagers secondaires de faible masse moléculaire
- DAG (1,2 diacylglycerol);
- IP3 (inositol 1,4,5 triphosphate).

5 1

H CH3—(CH2),,—€|I—O—CH2

;i 1,2-Diacy|gl(y;:rg: O 2
E-O E-O i-o E-O CH3_(CH2)n_ﬁ_O_CH

2

Inositol

‘lJ OH O
O—P 0 Phospholipase C 3

< Fatty acyl groups
{ Q CH,OH
a Glycerol

Pl 4,5-bisphosphate 1
(PIP2) P .
1,2-Diacylglycerol

Inositol 1,4,5-

trisphosphate (IP3) ( DAG )

2.¢.1.b. controle Uactivité d’une Ser/ Thr protéine kinase

controle I'activité d’une Ser/Thr protéine kinase :
la protéine kinase C (PKC).

PO,>"
| ° 0PO,2~
0] 6 5
OH
1 4
OH HO OP 032_
2 3
Inositol
1,4,5-trisphosphate
(IP3)
2+
2.c.1.c. Ouvre les canaux de Ca
2+

Ouvre les canaux de Ca  dans le réticulum endoplasmique

2.c.2. Calmodulin
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Phospholipase C
Exterior |

Plasma ] DAG 5 ]

membrane Tb —_—

Cytosol /%ié M %i P@
PIP, IP; - / 2 X

f PKC Phosphorylation
\ 0 of substrates

/ Protein

kinase C

‘ Calmodulin |

IP;-gated
Ca?* channel

Endoplasmic reticulum

1.1.¢.6. Spécificité du signal
Spécificité du signal

L’activation de nombreux récepteurs utilise les mémes seconds messagers cellulaires et/ou les
molécules intermédiaire en aval.

Cependant:
1) L’activation de chaque récepteur a des conséquences différentes des autres récepteurs

méme au sein de la méme famille.
2) Les récepteurs déclenchent souvent des réponses différentes dans différents types de

cellules.

3) Méme a l'intérieur d’une cellule, des récepteurs individuels peuvent déclencher
différentes réponses, localement dans des compartiments subcellulaires (par exemple a
arriere et a Pavant d’une cellule pendant la migration cellulaire).

1.1.c.6.a. Le clustering des molécules de la transduction du signal

a. Le clustering des molécules de la transduction du signal :

Le clustering des molécules de la transduction du signal :

b

Alors que les seconds messagers peuvent généralement diffuser a travers la cellule, les récepteurs

trans-membranaires, les protéines intermédiaires de la transduction du signal et leurs substrats

sont souvent regroupés en complexes de signalisation, augmentant ainsi spectaculairement la
concentration locale de 'enzyme et du substrat.
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(a)  Reactants

0 Products
-
'3

—~

(b) Reactants Products
N /
~ "_\ c A
Reactants \ < OR o_l
. | Scaffold

Products

(c)
Reactants Products

" aale”

1.1.c.6.b. Le clustering de complexes de signalisation peut se produire par deux types de
mécanismes de liaison

Le clustering de complexes de signalisation peut se produire par deux es de
mécanismes de liaison :

1) Les interactions protéine-protéine grace a des domaines spécifiques de liaison de la protéine.

2) L’association a des régions discontinues de la membrane plasmique avec une composition
lipidique sélective, les “radeaux lipidiques” ou “lipid rafts” (riches en cholesterol et

sphingomyelin).

1.1.c. 6.b.1. Domaine de liaison aux proteines
- PDZ domains
- SH2 ou PTB domains
- SH3 domains

Domaine de liaison aux proteines séquence limitée d’acides aminés (généralement >50) avec

une sequence primaire consensus ayant une structure secondaire similaire predictible.

e PDZ domains : lient le C-terminal de proteines membranaires cibles en reconaissant les 3
derniers acides aminés (tels que Set/Tht-X-F or F-X- F).

e SH2 ou PTB domains : lient la phosphotyrosine, dans le cas d’'une séquence de 4 acides
aminés, avec p-Tyr en 5’ou en 3’

e SH3 domains : lient les séquences d’acides aminés riches en Pro-rich

Clustering par interactions protéine-protéine dans une membrane post-synaptique
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Récepteurs neuro-transmetteurs Extracell. Matrix
S binding protein

Neuroligin “~a

NMDA-type Kainate-type
glutamate v/ glutamate
receptor receptor

W - W .
[\ Synaptic cleft
Postsynaptic

membrane
el > Cytosol
A y
PSD-95 &/ |
Ank

Vﬁ‘?’

AP\ B

:‘2’3.:"?«7;‘5’13‘ -
Actin ‘g

v

adaptor proteins

Actin cytoskeleton -

2.¢.2.b. Cibles de la cascade de signalisation

Cibles de la cascade de signalisation :
- Transcription de gene

e Cycle cellulaire
e Différenciation

e Activités métaboliques/ secrétoires
- Structure/attachement/mobilité cellulaire

- Adhésion cellule/cellule et communication

2.¢.2.c. Inactivation du signal
Inactivation du signal

- Au niveau du récepteur

- En aval du récepteur

Au niveau du récepteur :

1) Désensibilisation du récepteur par un signal persistant ou fort (par des changements en
phosphorylation, association avec d’autres
¢léments de signalisation);

2) Down-modulation du récepteur (endocytose avec recyclage; clivage protéolytique et
dégradation).

En aval du récepteur :
1) Dégradation du messager secondaire;

2) Désactivation des protéines de signalisation (conversion GTP-GDP, (de-)phosphorylation de
résidues critiques des protéines kinases , etc.);

3) Changements dans 'expression génique.

2. Les récepteurs couplés a la protéine G
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7 classes majeures de récepteurs a la surface
de la cellule

Exterior

w8 e e
2 / / N “ A x /
o J 8 {
) OF ’_,\. dpllp QOQ ) Cytosol ¢
Vi ™ “ E i ,-" c‘.)
b { P / { i
7 /" 0/ ,,/ / Nucleus
g R b P rQ” D 1 §
S R T ——
N L L |1 L. [E— L.
G protein- Cytokine Receptor TGFpB Hedgehog (Hh) Wnt Notch
coupled receptors tyrosine receptors  receptors receptors recep
receptors kinases

Récepteurs couplés a la protéine G
1) Un tres grand nombre de récepteurs, pour les hormones et les neurotransmetteurs
(glucagon, vasopressin, ACTH, serotonin, épinephrine), la lumicre, les odorants

2) Des protéines transmembranaires de type I, avec 7 domaines transmembranaires
3) Couplés a de grandes protéines G;

4) Signalisation a travers
e IP /DAG (phospholipase),
3

e AMPc (adenylate cyclase),
e oudes fluxs d’ions (cananx ioniques).

Exterior

Cytosol (ool

c4
—\ 6 protin

interaction

2.a Les « grandes » protéines G sont formées de trois sous- unités : a, B,

Y.

Les « grandes » protéines G sont formées de trois sous- unités : a, b, g.

e (Dans le génome humain: 27 Ga, 5Gb, 13Gg). Ga est un « commutateur » qui traduit
généralement le signal, activant, ou inhibant parfois, les effecteurs en aval.

® Quelquefois le signal est traduit par les sous-unités Gb/g.

© Hormone

Trimeric Gg protein

G., GB B

RESTING
STATE
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2.a.1. récepteur activé se lie a la sous-unité G
Les protéines G sont fixées a la membrane cellulaire a Iétat inactif

Le récepteur activé se lie a la sous-unité Ga et fonctionne comme facteur d’échange GDP-GTP,
du GDP li¢ a Ga avec le GTP du cytoplasm

O,
O
U@ 3 Q
@ = ‘ T
@,6%5 P

Ga échange GDP avec GTP et la forme activée de G @ combinée a GTP se dissocie des sous-

U ay O

La forme activée de G a liée a GTP se fixe a ’effecteur en aval et ’active

(+]
[j @.G

3.a.1.b. L’hydrolyse de GTP en GDP stoppe le processus:
L’hydrolyse de GTP en GDP stoppe le processus:
Ga se dissocie de Peffecteur et se réassocie a Gbg.

Adenylyl cyclase

Exterior

Cytosol COO~

NH,"
. Catalytic
domains

3.a.1.b.1. 1 'adenylate cyclase
L’adenylate cyclase est une cible principale de I'activation du récepteur couplé a la protéine G

C’est une grande enzyme avec 2 domaines catalytiques cytosoliques et 2 domaines intégrés a la
membrane, chacun contenant 6 hélices transmembranaires &

Des toxines bactériennes telles que Cholera, Escherichia Coli et Pertussis fonctionnent en
“verouillant” les protéines Ga dans une configuration active (liée au GTP) (par des modifications
chimiques qui inhibent son activité GTPase).

Cela se traduit par une augmentation constitutive de la production ’AMPc dans les cellules
épithéliales cibles de I'intestin ou aériennes, avec une perte associée d’électrolytes et d’eau.
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2.a.3. 2 types de protéines G
Gs a stimule Pactivité de I'adenylate cyclase

Gl a inhibe I'activité enzymatique en liant des différentes régions de la protéine

3.a.2.a. cellules, GS O

et GI QU_peuvent étre activées par des récepteurs

Dans les mémes cellules, Gsa et Gia peuvent étre activées par des récepteurs pour différentes

hormones, déclenchant des effets opposés.

Stimulatory ( Epinephrine Inhibitory | PGE,
hormone Glucagon hormone
ACTH
Exterior

By

ot Adenylyl
\ e /
Cytosol G-
S(l I(l

Receptor for D D Receptor for
; P P i
stimulatory N — inhibitory
hormone Stimulatory Inhibitory hormone
G protein cAMP G protein
complex complex

Adenosine

3.a.2.b. cellules difféventes, la méme hormone peut activer deux types de récepteurs

Dans des cellules différentes, la méme hormone peut activer deux types de récepteurs qui sont

couplés soit aux protéines Gs o ou Gi &

Activates
(binds Gs)

B,-Adrenergic receptor (wild type)

Effect on
adenylyl cyclase

Inhibits
(binds Gi)

o,-Adrenergic receptor (wild type)

2.d. Contréle de 'expression de genes par AMPc/PKA

Dans les organismes multicellulaires, tous les effets divers de TAMPc sont dépendants de la

protéine kinase A (PKA)

¢ r\) Nucleotide- W

c‘> c@ blndlng site substrate
A A A
37 5(Cycl|cAMP A& A
Activates protein Inactive PKA cAMP

kinase A (PKA)

Catalytic site

@¥@

Actlve PKA

PKA est un tétramere avec 2 sous-unités régulatrices R et deux sous-unités catalytiques C.

L’AMPc en se liant coopérativement aux sous-unités R dissocie et libére les sous-unités C qui

deviennent actives.
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Contréle de Lexpression de génes par AMPc/PKA

G, protein-coupled Adenylyl
receptor cyclase

Exterior ou
1]

Cytosol

ATP7
CRed: ADP
Nucleus a CBP/P300
Y m ‘5
v

Basal transcription
R A »” machinery
X)) | )
YRR CRE FORTRRIVIVIN

Transcription

A

Apres activation, les sous-unités catalytiques de la PKA effectuent une translocation vers le noyau
et phosphorylent le facteur de transcription CREB.
CREBp s’associe au CBP/p300 et induit la transcription.

2.d.1. Régulation de la transcription au niveau de la chromatine

high-level
looped domain expression
of genes
in loop

histone
modifying enzymes

chromatin
remodeling complexes

RNA polymerase

proteins forming chromosome scaffold

30-nm fiber Closed chromatin Genes silent --- regulation --- 10-nm fiber Open chromatin Genes active
30-nm fiber 10-nm fiber
Closed chromatin <) Open chromatin
Genes silent regulation Genes active

2.d.1.a. chromatine

E ) ) "'. )\‘

8 N A= e

| .?{_~ > ’ Octameric histone core
Q‘?\ ? \ = | 10 nm
AP = =]

\ T,

>

-~
v/ \ DNA
"= H1 histone
Nucleosome

2.d.2. AMPc retourne-t-il 2 un niveau basal
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(comment le signal est-il inactivé) ?
1) Hydrolyse de GTP en GDP par Gsa;

2) phospho-diestérase d’AMPc (’AMPc est hydrolysé en 5>’AMP);

3) Désensibilisation du récepteur : phosphorylation PKA du récepteur ligand b-adrénergique ,
ainsi que d’autres récepteurs couplés a la protéine G (désensibilisation hétérologue)

2.c. Des récepteurs couplés a la protéine G

1) Réguler des canaux ioniques
2) ou déclencher une signalisation en activant la phospholipase C

2.c1. 1P, /DAG (phospholipase),

controle lactivité d’une Ser/Thr protéine kinase : la protéine kinase

C (PKC)

=

|,ZDacquvcero§ - DAG (1 ,2 diacylglycerol)

=0 ¢=0
| |
o}

- 1P3 (inositol 1,4,5 triphosphate)

controle la libération du calcium intra-cellulaire

Pl 4,5-bisphosphate
(PIP2)

Inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3)

Question examen

Réponse fausse concernant : la signalisation AMPc (adénosine monophosphate cyclique) :

- A. T'adénylate cyclase est une cible principale de I'activation du récepteur couplé a la protéine

G.

- B. les toxines de bactéries telles que celles de 17brio cholerae, fonctionnent en "verrouillant" les
protéines

Ga dans une configuration active (liée au GDP) et en entrainant une diminution constitutive de la
production d'AMPc dans les cellules épithéliales cibles.

- C. la PKA (protéine kinase A) agit sur différents substrats, dans des cellules différentes, mais
elle phosphoryle toujours le méme motif.

- D. la PKA est un tétramere avec 2 sous-unités régulatrices R et deux sous-unités catalytiques C.
L'AMPc, en se liant aux sous-unités R dissocie et libere les sous-unités C qui deviennent actives.

- E. les sous-unités catalytiques de la PKA, une fois activées, sont transloquées vers le noyau pour
phosphoryler un facteur de transcription (CREB).
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Fausse - B. les toxines de bactéries telles que celles de Vibrio cholerae, fonctionnent en
"verrouillant" les steiprotéines Ga dans une configuration active (liée au GDP) et en entrainant
une diminution constitutive de la production d'AMPc dans les cellules épithéliales cibles.

3. Les récepteurs Tyrosine-Kinases (RTKSs)

. ' Exterior
N ; H LS8
~ / S / = / «>»
° \ H 8 . \j $
g X A (0 Cvtosol &
¢ . : / ) 9 ‘
4 ! 3 ! Nucleus
o ¥ :’? ~ "4 “.. ¢ Fi
B S W VH o WL IS N
- - L. (S, L. - L
G protein- Cytokine Receptor TGFp Hedgehog (Hh) Wnt Notch
coupled receptors tyrosine receptors receptors receptors receptor
receptors kinases

Récepteurs Tyrosine-Kinases (RTKs) :

Récepteurs Tyrosine-kinases transmembranaires

Récepteurs pour des peptides solubles ou liés a la membrane et pour des protéines impliquées
dans le controdle de la croissance cellulaire et/ou de différenciation,

tels que:

- Insulin et Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) (toutes les cellules)

- Epidermal Growth Factor (EGF) (cellules épithéliales)

- Platelet-derived Growth Factor (cellules mesenchymales)

-Vascular Endothelial Growth Factors (angiogenese)

- Nerve Growth Factor (NGF) (cellules neuronales)

- Stem cell factor (cellules souches embryonnaires; cellules souches hématopoiétiques; germ cells;
mélanocytes)

3.1. I.a voie de signalisation TK est importante pour
La voie de signalisation TK est importante pour :

- Le controle des voies métaboliques (pat exemple augmentation/utilisation de glucose)

- L’équilibre entre le renouvellement des cellules souches et la différenciation (homéostase des
tissus)

- Réparation des tissus et conditions régénératives (par exemple guérison d’une plaie)
- Conditions pathologiques hyperplastiques (par exemple le psoriasis)

- Développement de tumeurs (par exemple cancer du sein )

3.2. Cicatrisation de la plaie cutanée implique l'interaction de nombreux

facteurs
Cicatrisation de la plaie cutanée implique l'interaction de nombreux facteurs pour:
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- Mouvements et contractions cellule;
- Prolifération cellulaire (production de nouvelles cellules);
- Re-différenciation des cellules.

Facteurs qui agissent par activation des récepteurs Tyrosine Kinases:
e KGF (keratinocyte growth factor);

FGF (fibroblast growth factor);

VEGTF (vascular endothelial growth factor);

PDGF (platelet-derived growth factor);

IGF-1 (insulin-like growth factor);.

Facteurs qui agissent par activation des autres récepteurs :

TGF-Bs (transforming growth factors) :
Interleukins (IL1, etc.)

Inflammatory Phase (Day 3)

¢ Fl'briq c(ék;?

Dermis

A Fibmhlas&-mp_m)
’&/Fibmblan <
. O LAY

NIV, SIS A

4 AN e Y4 « bk %% X

3.3. Récepteurs tyrosine-kinases (RTKs)

3.3.a. tous en commun la méme structure
Ils ont tous en commun la méme structure :

1) Un domaine de liaison au ligand extra-cellulaire;

2) Un seul domaine transmembranaire;

3) Un domaine cytoplasmique tyrosine-kinase

4) Des sites de liaison cytoplasmiques pour d’autres protéines de signalisation

“'/ " A
Binding Binding

Ligand binding P
teand binding \ Site 1 TK domain Site 1

La plupart des RTKs sont monomériques en phase inactive

La liaison du ligand induit la dimérisation de RTK.
Le ligand peut servir de pont entre deux RTKSs :
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Site de . Site de liason 1
liaison 1 Domaine TK

Liaison ligand

3.3.b. ligand peut induire des changements conformationnels au niveau du domaine
extracellulaire d'un RTK monomere
Alternativement, un ligand peut induire des changements conformationnels au niveau du

domaine extracellulaire d’'un RTK monomere qui se lie a un autre.

Exterior .
Récepteur EGF: gris et bleu

EGF EGF : vert
EGF- O
binding L,
domains
Membrane

3.3.b.1. dimérisation du complexe RTK-ligand
La dimérisation du complexe RTK-ligand est essentielle pour I'activation en promouvant la
phosphorylation Tyr inter-moléculaire

Membrane surface

Ligand-
. indi i Bound ligand
Ligand binding sites g
vV
. Transmembrane
Exterior o helix
ATP ATP
Activation
lip ADP: ADP
Cytosol Poorly active Active protein
protein tyrosine tyrosine kinase
1] kinase
Receptor tyrosine Dimerization and Phosphoryl
kinases (RTKs) phosphorylation of of additionz

activation lip tyrosines tyrosine res

La phosphorylation Tyr de la “lévre” du site d’activation ouvre
La phosphorylation Tyr de la “levre” du site d’activation ouvre le site catalytique TK a PATP
et/ou au substrat peptide.

4
™
| EGF .

Coloration
(adroite) u

Phospho-specific
antibody

i -

luorescent des cellules A431 d” EGF non traitées (a gauche) et traitées
anticorps Phospho-EGF Receptor (Tyrd92) .
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3.4. récepteur HER2 peut étre activée par deux mécanismes:
- sur-expression du récepteur

- Activation par une mutation en son domaine transmembranaire

Le récepteur HER2 peut étre activée par deux mécanismes:
-la sur-expression du récepteur provoquée par 'amplification du géne, comme cela se
produit souvent dans le cancer du sein;

-Activation par une mutation en son domaine transmembranaire qui conduit a la
dimérisation et l'activation constitutive indépendante du ligand.

Her2 receptor

HER2-specific
antibody 4

-
;9 1 —p Coupe immunohistochimique de

o ‘ HER2/ErbB2 dans des carcinomes
du sein humains fixés sur paraffine,
Ligand-independent receptor oncoproteins Utilisant I” anticorps HER2/ERbB2

3.5. phosphorylation Tyr d’autres sites les convertit en des sites de liaison
pour d’autres protéines de signalisation

Bound ligand

a2l
1
P P
ATP ATP ATP ATP
P P P P
ADP. ADP ADP ADP
: . P P
Active protein P P
tyrosine kinase
Dimerization and Phosphorylation
phosphorylation of of additional
activation lip tyrosines tyrosine residues

La phosphorylation Tyr d’autres sites les convertit en des sites de liaison pour d’autres protéines
de signalisation:

3.0. protéines cytosoliques contiennent 2 types de domaines de liaison
2 types de domaines de liaison
- phospho-Tyr, domaines SH2 ou

- PTB, par lequel ils se fixent a des sites spécifiques tyrosine

Des protéines cytosoliques contiennent 2 types de domaines de liaison phospho-Tyr, domaines
SH2 ou PTB, par lequel ils se fixent a des sites spécifiques tyrosine-phosphorylés du récepteur

3.6.a. protéines cytosoliques contenant SH2
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Certaines protéines cytosoliques, telles que IRS-1 (Insulin Receptor Substrate- 1), sont elles-
mémes phosphorylées sur Tyr et reconnues par d’autre protéines contenant des domaines SH2
ou PTB

Activated RTK

Exterior

Cytosol

domain
domain

Signaling proteins

Drautres protéines cytosoliques contenant SH2, telles que c-src, sont elles-mémes des Tyr-
kinases :

oo [ D e R oo

3.6.b. Interaction d’un recepteur tyr-kinase et c-stc

Interaction d’un recepteur tyr-kinase et c-src

Site de

liaison A Site de liason B
Domaine TK

Liaison ligand

phosphorylation et contrdle |—|_‘ 1
des cables d'actine du
cytosquelette

phosphorylation et controle des cables d'actine du cytosquelette

3.6.b.1. Régulation de l'activité kinase src

527
Au repos, la protéine Src est “repliée” avec le domaine SH2 liantla Tyr  a I’état phosphorylé, et
le domaine TK est empéché d’accéder au substrat:

NH2

COOH"

TK catalytic

Lactivation se traduit par un déploiement de la protéine avec dé- phosphorylation de Tyr
auto-phosphorylation d’un Tyr dans la “levre” du site catalytique de la kinase et liaison a d’autres
protéines Tyr phosphorylées, RTKS y compris:

®
vo [ oy oo

527
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La perte de Tyr527 par une petite délétion génétique conduit a une protéine Src constitutivement
active, qui peut induire une prolifération cellulaire dérégulée et la formation de tumeurs

activé/désactivé par phosphorylation

active/desactive par phosphorylaton }

c-Src

v-Src
La perte de Tyr527 par une petite délétion
génétique conduit a une protéine Src
constitutivement active, qui peut induire une
prolifération cellulaire dérégulée et la
formation de tumeurs

Amino
terminus

Carboxyl
terminus
Sme—— ——————
Myr — 7 SH3 M —

S — Kinase

Twr
s2>7'F

~~Csk

ATFP ADP

My SH3 | SHaz> —

Kinase —

—

constitutivement actif I

constitutivement actif

3.7 I’activation de RTK induit 3 cascades majeures de signalisation:
1) Voie Ras-MAPK kinase;

2) Voie Phospholipase C ;

3) Voie PI3 kinase.

Bound ligand

Active protein
e tyrosine kinase

Dimerization and
phosphorylation of
activation lip tyrosines

Phosphorylation
of additional
tyrosine residues

3.a. I.a voie Ras-MAPK : Voie Ras-MAPK kinase

ILa voie de Ras-MAPK kinase

3.a.1. Ras est une petite protéine G monomérique

Ras est une petite protéine G monomérique avec une activité GTPase intrinseque, similaire a la
sous-unité Ga des protéines G trimériques. Elles sont aussi régulées par des facteurs d’échange
GTP (GEFs) ainsi que par GAPs (protéines d’activation GTPase)
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Active ("on")

GDP G
T
P «~—©— GAPs
GEFs —©— «~©O— RGSs
H—@— GDIs
Inactive ("off")
GTP

G
D
P

3.a.2. L.es mutations de 'oncogene Ras

Les mutations de "oncogene Ras consistent en des substitutions d’un seul acide aminé qui
supprime Pactivité intrinseque GTPase de ces protéines, si bien qu’elles sont “verrouillées” en
configuration active liée au GTP.

On les trouve dans > 50 % des tumeurs humaines

constitutivement actif

* ] i - ]
Ras-GTP| —— | augmentation de la prolifération cellulaire, tumeurs

3.a.2.a. Fibroblastes “transformés” par le oncogéne ras

Fibroblastes “transformés” par le oncogene ras
1) changements morphologiques
2) Prolifération dérégulée
3) formation de tumeurs, quand ils sont injectés a des souris.

I

RN 73 - E

=
‘E

! [
kJHHM“l” |e |A

controle Ras*

3.b.6.a.3. C-terminale des protéines Ras

La C-terminale des protéines Ras est reconnue par des enzymes responsables de la modification
lipidique covalente (trans- farnésylation) nécessaire pour l'ancrage a la membrane plasmique.
Cette localisation membranaire est requise pour lactivité des protéines Ras normales et aussi avec
une mutation oncogenique.

1. CENTRE.S.O.S Association, Chez M Seulin, Rue centrale, CP 9, 1884 Villars sur Ollon, Suisse 30
Tel: +41 78 918 56 00  Email : 1.centre.s.o0.s@gmail.com  Site : www.l-centre-sos.com


mailto:1.centre.s.o.s@gmail.com

Séminaire en Physiologie et anatomie du corps humain MTA : les Bases des sciences du vivant
Cellule et tissus : Biologie des cellules — Transduction du signal 2022

Les inhibiteurs de la Farnesyl-transférase ont été développés en qualité d’agents anti-tumoraux
pour supprimer les effets de 'oncogene ras.

3.a.3. Les protéines Ras fonctionnent en aval de I'activation de RTK pour

transmettre le signal mitogénique:

Expérience sur des cellules dont la croissance a été stoppée par la privation de sérum :

1. GF stimulation -------- Entry into Replication (DNA synthesis)
Treatment with Farnesyl

Un approch expértrimantal esafteatlaespeoinuhti bloquer la voie de signalisation ras

2. GF stimulation ----------- Entry into Replication (DNA synthesis)

Micoinjection of neutralizing anti-ras antibodies
Microinjection of Dominant negative ras protein

Les protéines Ras fonctionnent en aval de I'activation de RTK pour transmettre le signal
mitogénique:
“._PDGF _

. PDGF —— ’
- - \\

. yd N

. \ TK Receptor
TK Recept \ i
ﬁ . FT inhibitgfr :
|\
\ N\

3.b.6.a.4.a. Le signal conduisant a la prolifération cellulaire
Le signal conduisant a la prolifération cellulaire est bloqué par l'inhibiteur de la farnésyl
transférase

3.a.4. L.a connexion biochimique entre I’activation RTK et Ras est dépendante
d’une protéine adaptatrice et d'un GEF

1) GRB2 contient un domaine SH2

2) SOS est un facteur d’échange GTP (GEF)

La connexion biochimique entre P'activation RTK et Ras est dépendante d’une protéine
adaptatrice et d'un GEF:

1) GRB2 contient un domaine SH2 se liant a un site phosphorylé Tyr spécifique d'un RTK
activé, ainsi que 2 domaines SH3 qui se fixent a la séquence poly-proline de SOS;

2) SOS est un facteur d’échange GTP (GEF) qui fonctionne comme activateur de la fonction
Ras, se lie au domaine SH3 de GRB2 via sa région riche en proline et est ainsi amené tout pres de
Ras a la membrane cytoplasmique.
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3.a.4.a. La liaison avec le ligand provogque la dimérisation de rvécepteur et la
Dphosphorylation des résidus tyrosine cytosolique

Etape 1:
La liaison avec le ligand provoque la dimérisation de récepteur et la phosphorylation des résidus
tyrosine cytosolique

EGFV EGF .
v monomers v

-

1)
Exterior
Cytosol /@
i @
Inactive b
P

Ras

ization and phosphorylation of
cytosolic receptor tyrosine residues

Sos favorise I'échange de GDP lié a Ras avec le
P é ;
Binding of hormone causes dimer- 6D GTP présent dans le cytoplasm;
Binding of GRB2 and Sos couples [ GTP: le Ras actif - 1ié au GTP - se dissocie de Sos et
receptor to inactive Ras active la signalisation en aval
o

Active

Ras

SH:

i \
Signaling

3.a.4.b. La liaison de GRB2 et SOS couple le récepteur a Ras inactif.
Etape 2 :

La liaison de GRB2 et SOS couple le récepteur a Ras inactif.

Etape 3 :

Sos favorise I'échange de GDP lié a Ras avec le GTP présent dans le cytoplasm;
le Ras actif - lié au GTP - se dissocie de Sos et active la signalisation en aval

3.a.5. La kinase Raf est une cible directe de Ras activé
La kinase Raf est une cible directe de Ras activé
Raf est une ser/ther kinase cytosolique.

Ras-GTP lie le domaine régulateur N-terminal de Raf et induit sa translocation a la membrane et
son activation.

a
@ Active

G
T T Raf
P P
Active Ras /% C

Inactive Raf

N-terminal .
—— C-terminal
regulatory s
domain @# .
domain
%pl

14-3-3—
L’hydrolise de GTP entraine la dissociation Ras-Raf

Raf activé phosphoryle et active une protéine kinase intermédiaire, MEK, avec une double
spécificité pour Ser/Thr et Tyt.
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A son tour MEK activé active MAPK par phosphorylaton de la “levre” kinase aux résidus
spécifiques Thr et Tyr.

La forme dimérique active de la kinase MAP est transloquée au noyau; elle active de nombreux
facteurs de transcription.

GTP hydrolysis
leads to dissociation
f of Ras from Raf

\. Active § @
Raf P; D

>-terminal
inase
{omain

activates
MAPK

)
@-
MAP kinase

Dimeric form of active MAP kinase
translocates to nucleus; activates
many transcription factors

3.a.6. Controle de la transcription par activation de MAPK.

A) Les MAPKSs activés forment des dimeres qui sont transloqués au noyau, ou elles activent un
facteur de transcription spécifique, TCF, par phosphorylation directe.

B) La MAPK cytoplasmique phosphoryle et active une kinase en aval, la p90RSK, qui est
transloquée au noyau ou elle phosphoryle et active un autre facteur de transcription, SRF, qui

controle la transcription en synergie avec TCF.

Active, dimeric MAP kinase

c | Inactive p90ORSK
Yoo Active p90RSK

Nucleus

Transcription

SRH{snr) MmOl
YA (] Coding sequenceb Hhe

c-fos gene

La kinase B-Raf est souvent activée dans le mélanome: Les patients atteints de mélanomes avec
des mutations de B-Raf répondre favorablement aux inhibiteurs de B-Raf
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PET Scans at Baseline and Day 15 after
PLX4032
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3.a.7. I’activation de Ras entraine P’activation de la cascade MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase).

L’activation de Ras entraine I’activation de la cascade MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase).

MAPK activée est tranloquée au noyau, ou elle phosphoryle des facteurs de transcription
spécifiques, controlant la transcription.

Facteur de croissance

Récepteur
Tyrosine Kinase
Ras MAPK
Transcription

L’activation de RTK induit trois cascades majeures de signalisation:
1) La Ras-MAPK kinase
2) La Phospholipase C
3) La PI3-kinase

3.b. Les voies de phospholipase (protéine kinase C et signalisation
calcique) : Voie Phospholipase C

La Phospholipase C

Bound ligand

Active protein
tyrosine kinase

Dimerization and Phosphorylation
phosphorylation of of additional
activation lip tyrosines tyrosine residues

De nombreux RTKSs activent une isoforme spécifique de phospholipase C, PLC-y.

1. CENTRE.S.O.S Association, Chez M Seulin, Rue centrale, CP 9, 1884 Villars sur Ollon, Suisse 34
Tel: +41 78 918 56 00  Email : 1.centre.s.o.s@gmail.com  Site : www.1-centre-sos.com


mailto:1.centre.s.o.s@gmail.com

Séminaire en Physiologie et anatomie du corps humain MTA : les Bases des sciences du vivant
Cellule et tissus : Biologie des cellules — Transduction du signal 2022

PLC-y lie des résidus spécifiques p-Tyr dans les RTKs par 'intermédiaire de son domaine SH2.
A son tour, le RTK provoque la phosphorylation Tyr et 'activation de PLC-y

- @
PLC-y|sH2

®

RTK

3.b.1. PIP> est clivé par la phospholipase C pour générer deux autres seconds
messagers :

PIP2 est clivé par la phospholipase C pour générer deux autres seconds messagers :
- DAG (1,2 diacylglycerol);

- 1P 3 (inositol 1,4,5 triphosphate).

s

=

s

2

§ 1.2-Diacyliglycerol

= (DAG)

o
(I:-O Cw=0 ?—0 (II—O
Q (I) Q 0

CH,~CH—CH. CH~CH—CH
72 2 i 2

0 O
0—%—() P Phospholipase
0 5
@ ) T
P 5
p
(PIP2) Q’

Inositol

Pl 4,5-bisphosphate

Inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3)

3.b.1.a. DAG (1,2 diacylglycerol)

DAG (1,2 diacylglycerol) controle Iactivité d’une Ser/Thr protéine kinase : la protéine kinase C
(PKC).
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Pl 4,5-bisphosphate
(PIP2)

Inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3)

3.b.1.b. IP3 (inositol 1,45 triphosphate).

IP3 (inositol 1,4,5 triphosphate) controéle la libération du calcium intra- cellulaire.

Store-operated
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3.b.2. Signalisation de PKC

Les protéines kinases de la famille des protéines-kinases C, comme les MAPKSs, sont des
régulateurs importants de la transcription des genes

En plus des voies régulatrices intra-cellulaires, I’'activation de PKC contréle la communication
inter- cellulaire, par phosphorylation directe des protéines de gap junction.

Le passage de ' AMPc d'une cellule a sa voisine a travers des gap junctions est un mécanisme de
controle inter-cellulaire de la prolifération
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3.b.3. développement du cancer en plusieurs étapes
développement du cancer en plusieurs étapes :

1) mutations génétiques
2) altérations de la communication entre les cellules
3) Autres mutations génétiques et altérations du microenvironnement extracellulaire

Uv

I 1) Ras* [ 2) PKC / Gap junctions l

! :
NTIATON PROMOTION oa PROGRESSION ()
3 0%9 <

P ii-4

( Suppressing agents
\ﬁ_l
([__Cremoorevenive agents _}

3.b.3.a. Carcinogenése d plusieurs étapes dans le modeéle de la peau de sourss
Etape 1: L’exposition a de “vrais carcinogenes”, c’est-a-dire des agents chimiques mutagenes (ou
des rayons UV),

entraine des mutations ponctuelles qui activent 'oncogene 7us.

Etape 2 : Des expositions répétées aux “promoteurs de tumeur”, tels que les agents chimiques
non-mutagenes qui activent PKC suppriment la communication entre les cellules normales et les
cellules avec Ras muté, et ces dernicres peuvent proliférer sans controle des cellules voisines.
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CONSEQUENCES IMPORTANTES : Ce n'est jamais trop tard !
La fumée de cigarette contient de nombreux composants avec une activité favorisant la tumeur.

Initialement, la formation de tumeur dépend de I'exposition continuelle aux promoteurs de
tumeur, alors que plus tard elle devient indépendante.

Arret de fumer peut arréter les effets produits par les promoteurs de tumeur et la formation de la
tumeur, méme au stade ou les mutations oncogéniques (telle que 'activation de ras) se sont déja
produites.

3.b.4. Signalisation du calcium: I.a Calmoduline

Signalisation du calcium:

La Calmoduline fonctionne comme une “calcium-sensor switch protein” dans de nombreuses
fonctions cellulaires.

Elle consiste en des 4 “EF hand motifs” qui lient le calcium de maniére coopérative et 'associent
ensuite a de nombreuses protéines cibles.
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3.b.4.a. engymes calmoduline-dépendantes
Quelques enzymes calmoduline-dépendantes:

1) La myosine kinase a chaine légére, qui controle I'activité de la myosine dans les muscles;

2) AMPc phosphodiestérase, qui controle négativement la signalisation d’AMPc;

3) La CAM kinase(protéine kinase Calcium/Calmoduline- dépendante) qui controle des facteurs
de transcription, dans le cerveau par exemple;
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4) La Calcineurine, la seule phosphatase Calcium/Calmoduline- dépendante qui controle des

facteurs de transcription, comme dans le systéme immune.

3.b4.a.1. Calcineurine
Calcineurine

Phosphatase domain

B-Subunit

Calmodulin
Binding Site f
-

KT / ) ,

v,

C/

“s  B-Subunit Active sue/\.\ '
Binding Helix -
pisordered Reg;,

-—\\\\;““u LU/ N

N ~ »

Nucleus

S8 S =
= &3

= Rl

> N & Autoinhibitory
0 S S

Peptide

2+
Calcineurin couples Ca  -mediated signals to different cellular responses through NFAT
transcription factors

- Immune response

- Skeletal muscle differentiation

- Cardiovascular system development

- Memory formation

- Keratinocyte growth and differentiation.

La Cyclosporine A est un médicament immuno-suppresseur majeur, qui bloque la fonction de la
calcineurine.
Mais

Calcineurin inhibitors have side effects !

Calcineurin inhibitors have side effects ! oral administration of cyclosporin A

1. CENTRE.S.O.S Association, Chez M Seulin, Rue centrale, CP 9, 1884 Villars sur Ollon, Suisse 39
Tel: +41 78 918 56 00  Email : 1.centre.s.o0.s@gmail.com  Site : www.l-centre-sos.com


mailto:1.centre.s.o.s@gmail.com

Séminaire en Physiologie et anatomie du corps humain MTA : les Bases des sciences du vivant
Cellule et tissus : Biologie des cellules — Transduction du signal 2022

Risk of non melanoma skin cancer is greatly increased
following kidney transplantation
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Risk of non melanoma skin cancer is greatly increased following kidney transplantation

Squamous cell carcinoma affects many organ transplant recipients : UV exposure as an important

co-determining factor

Squamous cell carcinoma affects many organ transplant recipients :
UV exposure as an important co-determining factor
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Sweden
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Years following transplantation

La différenciation est inversement liée a la prolifération et supprime le développement tumoral.

L'inhibition de 'activité de la calcineruine, en supprimant la différenciation des kératinocytes,
favorise le développement de tumeurs dérivées des kératinocytes.
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3.c. Les voies de phosphatidyl inositol : Voie PI3 kinase

Vers 1’ établissement de réseaux de signalisation

G-coupled receptor

Growth Factor

G proteins
— l Receptor Tyrosine Kinase

Adenylate cyclase PLC-8 Q /
PI(4,

/ Ras

MP IP;/Ca++ DAG/
oA Calmodulin PKC l
-~ Raf
cAMP
p-diesterase Calcineurin l
CAMKs < \ MAPK
Transcription Transcription

L’activation de RTK induit Trois cascades majeurs de signalisation:
1) La voie Ras-MAPK

2) La voie Phospholipase C

3) Lavoie PI3 kinase.

3.c.]. Phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K)

Bound ligand

Active protein

€ tyrosine kinase
Dimerization and Phosphorylation
phosphorylation of of additional
activation lip tyrosines tyrosine residues

Phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K)
Une famille d’enzymes Important pour la proliferation et survie cellulaire

La forme liée aux récepteurs de la tyrosine kinase: dimere formé d’une sous-unité catalytique
(p110) et d’une sous- unité régulatrice avec un domain SH2 (p85) :

Apres activation de RTK, 'enzyme s'associe au RTK, est activé et phosphoryle le

phosphatidylinositol-P en 3éme position

1. CENTRE.S.O.S Association, Chez M Seulin, Rue centrale, CP 9, 1884 Villars sur Ollon, Suisse 41
Tel : +41 78 918 56 00  Email : 1.centre.s.o.s@gmail.com  Site : www.1-centre-sos.com


mailto:1.centre.s.o.s@gmail.com

Séminaire en Physiologie et anatomie du corps humain MTA : les Bases des sciences du vivant
Cellule et tissus : Biologie des cellules — Transduction du signal 2022

v T E
vss [ P e g . L= :

Aprés activation de RTK. I enzyme s'associe au RTK. est 2 2 2 2
activé et phosphoryle le phosphatdylinositol-P en 3¢me F=—o =~ R0 =~ k- - k
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3.c.2. Les phosphates PI(3)P servent d’ancrage

Les phosphates PI(3)P servent d’ancrage pour d’autres protéines de signalisation a la membrane
cytoplasmatique.

3.b.6.c.1.b. kinase PKB (Ak?)
En particulier, pour la kinase PKB (Akt).
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PKB : une Ser/Thr kinase avec un domain PH (homologie plectrine), qui lie PI(3)P.

PKB est inactive dans le cytoplasme; apres production de PI(3)P, elle est transloquée a la

membrane ou elle devient partiellement activée.
Exterior

® ®
4 4
P P
[ J

Pl 3,4-bisphosphate

%
Cytosol
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E ; Kinase Activation
domain lip

Partially
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3.c.2.a. production de PI(3)P, une seconde kinase contenant un domaine PH,
PDKI1

Apres production de PI(3)P, une seconde kinase contenant un domaine PH, PDKI1, est aussi
recrutée a la membrane.

PDK1 phosphoryle PKB au “lip” du site catalytique, entrainant l'activation compléte de PKB .
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PKB complétement activée se dissocie de la membrane plasmique et phosphoryle des protéines
jouant un réle clé dans 'apoptose, et bloquent leur fonction.
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3.¢.2.b. lactivation de RTK / PI3 kinase, conduit, par U'intermédiaire

de lactivation de PKB
Donc, P'activation de RTK / PI3 kinase, conduit, par 'intermédiaire de 'activation de PKB, a

bloquer les protéines pro-apoptotiques et augment la survie cellulaire.
RTK

PI3K
PI(3)P
PKB
Block of apoptosis

3.¢.2.b.1. La perte de PTEN entraine ['activation constitutive du PKB (Akt), angmentation

de la survie cellulaire et de la croissance tumorale.
Le systéme est remis a zéro (c-a-d. revient au niveau de base) par une phosphatase comportant
une spécificité inhabituelle, la PTEN, qui 6te les phosphate(s) de PI(3)P:

RTK
PI3K
Apepiose PTEN PI(3)P tumeur
PKB
PIP Block of apoptosis
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RTK
™~
PI3K
PTEN
apoptose _

PIP PKB

PI(3)P
N

|:> tumeur

Block of apoptosis

La perte du gene PTEN est souvent associée au développement de la tumeur:
en favorisant apoptose, PTEN est un suppresseur de tumeur important.

La perte de PTEN entraine 'activation constitutive du PKB (Akt), augmentation de la survie
cellulaire et de la croissance tumorale.

o

o

staining of W Akt in paraffi human breast i
showing nuclear and using Phospho-Akt (Ser473) Antibody (IHC Specific) (left).

Vers la mise en place de réseaux de signalisation

Vers la mise en place de réseaux de signalisation

G-coupled receptor
Growth Factor

G proteins l
— i Receptor Tyrosine Kinase
Adenylate cyclase PLC-8 PLC-y / l \
PI(4.5)P
/ — ~ Ras PI3K
IP./Ca++ DAG/ |
cAMP Calmodulin  PKC ! .
T, PI(3)P
Raf
cAMP — \
p-diesterase Calcineurin l
PKA PKB
J CAMKs ~ \ MAPK
Transcription Transcription Apoptosis

La croissance cellulaire (“cell growth”) entraine une augmentation de la masse et de la taille des

- —
La prolifération cellulaire entraine une augmentation du nombre de cellules

@\‘
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Principaux régulateurs de la croissance cellulaive

Principaux régulateurs de la croissance cellulaire

NUTRIENTS
HORMONES GROWTH
FACTORS

ONCOGENES AMP : ATP
- v

Signal
transduction

l

Induction of
Biosynthetic pathways

l

GROWTH

e ONCOGENES
e HORMONES
e NUTRIENTS
e GROWTH FACTORS
e AMP:ATP
Signal transduction --- »
Induction of Biosynthetic pathways --- »
GROWTH

3.c.2.c. La signalisation PI3K / PKB est liée a la voie de mTor dans la
régulation de la croissance cellulaire
La signalisation PI3K / PKB est liée a la voie de mTor dans la
régulation de la croissance cellulaire

Growth '
factors Nutrients

| l

LY —| PI3-K mTor }— Rapamycin
/\l.\‘(‘

Wortmannin l l

Akt/PKB S6K (Ribosomal S6 kinase)
l l $6, elF4
Cell Protein Synthesis,
Survival Cell Growth

3.c.2.c. 1. wTor (mammalian target of rapamycin) est une ser/ thr kinase de la famille PI3K.

mTor (mammalian target of rapamycin) est une ser/thr kinase de la famille PI3K.

Il fonctionne dans la réponse a de la disponibilité des acides aminés et aux hormones régulatrices
du métabolisme (telles que I'insuline).

11 cible, directement ou indirectement, régulateurs clés de la synthése des protéines
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11 est ciblé (inhibé) par la Rapamycine, un agent immuno-suppresseur important.

B

Initiation
Complex
(elF4)

Ribosomal
protein S6

RSK (Ribosomal S6 Kinase), qui est activée par mTor, régule la taille des cellules et des
organismes
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4. Récepteurs des cytokines
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Récepteurs de cytokine

Récepteurs pour des protéines solubles relativement petites (~160 acides aminés), impliqués
dans le controle de la physiologie cellulaire, de la croissance/différenciation, et du systeme
immunitaire, comme:

- La prolactine (différenciation de la glande mammaire)

- L*érythropoiétine (production d’érythrocytes)

- G-CSF (production de granulocytes)

- La Thrombopoiétine (production de plaquettes/mégakatryocytes)
- I’IL-2 (fonction cellules T)

- I’IL-4 (fonction cellules B)

- L’interféron (réponse anti-virale)

4.a. Protéines transmembranaires sont dépourvues d’activité enzymatique
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associées aux tyrosine-kinases cytosoliques de la famille Jak; avec une liaison au ligand induisant
la dimérisation et une signalisation en aval comportant de nombreuses similitudes avec les

récepteurs TK.

Ligand-
Ligand bmd-ng sites Bound ligand

W% %

Transmembrane

<}\)[ «&.(—“" A(\D}[ \ZTP ﬂ/\ { y P

JAK Kinase
Cytosol Active
JAK
i
Cytokine receptors Dimerization and Phosphorylanon
phosphorylation of of additional
activation lip tyrosines tyrosine residues

4.b. cytokines structures basées sur 4 hélices pliées ensemble.

Toutes les cytokines ont des structures similaires basées sur 4 hélices pliées ensemble.

Tous les récepteurs de cytokine ont un domaine extracellulaire composé de deux sous- domaines,

chacun d’entre eux composé de sept [3 brins.
La liaison d'une molécule de cytokine induit la dimérisation de deux récepteurs monomers.

L’ érythropoiétine avec deux hélices se lie 2 un monomere de récepteur d’ érythropoiétine et avec

les deux autres se lie 2 un autre monomere.
Erythropoietin

Membrane surface

4.c. I’activation du récepteurs de cytokine déclenche trois voies en
commun

- STATS

- GRB2 ou She

- Phospholipase C
- PI-3 kinase

L’activation du récepteurs de cytokine déclenche trois voies en commun avec les récepteurs TK
et une voie spécifique avec une connexion directe aux facteurs de transcription Stats.
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— (a) STATS Transcriptional activation

p—= (b) GRB2 or She —p Ras ——» MAP kinase —s Transcriptional activation
or repression

Epo = EpOR =—b JAK2 =i
—> (c) Phospholipase C. — Elevation of Ca?+ = Transcriptional activation

g or repression; modification of
other cellular proteins

Transcriptional activation or
repression; modification of
other cellular proteins

—s (d) P1-3 kinase —p Protein kinase B ————————p

1. La dimérisation du récepteur de cytokine entraine I'activation de la Jak kinase (par
phosphorylation a la “levre”du cycle catalytique), qui phosphoryle le récepteur a d’autres résidus
Tyr.

2. Les facteurs de transcription Stat sont pourvus d’un domaine SH2 qui se lie a des sites
phosphorylés spécifiques sur le récepteur de cytokine.
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3. Le facteur Stat tyrosine phosphorylé se dissocie du récepteur de cytokine et dimérise grace a
un mécanisme de liaison SH2- Phospho-Tyr.

4. La dimérisation de Stat “expose” un signal de localisation nucléaire des dimeres de Stat qui
sont alors transloqués au noyau ou ils activent la transcription.

Terminaison du signal du récepteur de cytokine / Jak :
Activation de la protéine tyrosine phosphatase avec pour conséquence déphosphorylation et
désactivation de la kinase Jak.

4.d. Conséquences biologiques de la suppression de Jak médiée par

SHP1:

Erythropoiétine
Récepteur d’érythropoietine
Jak
Stat
SHP1
érythrocytes
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Plusieurs inhibiteurs de Jak/Stat sont en cours de développement pour traiter divers
types de cancer et d'autres pathologies
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5. Récepteurs pour TGF-

Frontiers in Pediatrics 7:353 DOI: 10 3389/fped 2019.00353
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La “famille TGF-8

La “famille TGF-3 ” est une grande famille de facteurs dimériques solubles jouant
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un role étendu dans:
- prolifération
- différenciation;
- développement;
- migration;
- matrice extracellulaire;
- régulation du systéme immunitaire;
- controle du développement de la tumeur.

- Transforming Growth Factors (facteurs de croissance TGF-6 1, 2, 3), originellement identifiés
lors d’études de croissance de tumeur;

- Bone Morphogenetic Proteins (protéines BMP-2, 4, 6), originellement identifiées comme
facteurs inducteurs d’os

- “Activins” et “Inhibins”, identifiés comme membres de I'axe “pituitaire”.

-Transforming Growth Factors (facteurs de croissance TGF-8 1, 2, 3), originellement identifiés
lors d’études de croissance de tumeur;

5.a. Pléiotropisme” de TGF-03

1) 1l stimule la prolifération des fibroblastes;
2) 1l supprime la prolifération des cellules épithéliales normales et des cellules T (par

induction d’inhibiteurs du cycle cellulaire);
3) 1I stimule la prolifération et I'invasion des cellules tumorales épithéliales qui sont
devenues résistantes aux effets d’inhibition de prolifération de ce facteur (par exemple les

cellules de carcinome pancréatique);

5.a.1 le TGF-B joue une double fonction dans le développement du cancer:

Par conséquent, le TGF- joue une double fonction dans le développement du cancer:

il supprime les étapes précoces, quand les cellules sont sensibles a 'effet d’inhibition de
croissance de TGF-B;

il favorise les étapes tardives, quand les cellules sont devenues résistantes aux effets d’inhibition
de croissance de TGF-B.

J.a.l.a. Le TGF-f3 “mature” est une molécule avec deux monoméres liés par

un pont disulfure (jaune)

Le TGF-B “mature” est une molécule avec deux monomeres liés par un pont disulfure (jaune).

Chaque sous-unité comporte trois ponts disulfures intra-chaine (rouge). En conséquence, le
TGF-B est inactivé par des agents réducteurs.
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B-mercaptoethanol réduit les liaisons disulfides de la cystine dans le sulfydryl -SH libre, dans le

groupe de cystine.
Excess
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5.a.2. TGF-B est controlé a deux niveaux principaux
TGF-B est controlé a deux niveaux principaux

1) Transcriptionnellement (par exemple par Ras activé et activation de MAPK)

2) Post-transcriptionnellement, au niveau de la secrétion de la protéine, et de sa maturation

J.a.2.a. Régulation post-transcriptionnelle du TGF-L.
TGF-B est produit sous forme d’un précurseur de large poids moléculaire qui est sécrété par la

cellule.

La “maturation” du TGF-B a lieu rapidement apres sa sécrétion par un processus protéolytique.

Cela donne lieu a un TGF-B latent, un complexe formé par TGF-B mature dimeére, son pro-
domaine précurseur et un 3¢me proteine de liaison (LTBP).
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(a) Formation of mature, dimeric TGFB

Secreted TGFJ precursor
fe——50-375 aa ——>4€110-140 2a>|

H o0 00 o0 00
g :Mature domain
Proteolytic cleavage
Binding by LTBP

1. L’activation de TGF-3

L’activation de TGF- se produit par la libération du dimere TGF-

Aptes le clivage proteolytique de la proteine LTBP dans le milieu extracellulaire et/ou apteés
changement conformationnel, par exemple par un changement local du pH (comme cela arrive
dans la réaction inflammatoire) .

Pro-domain _
0 00 00

===
Pro-domain S-S
Y~ —

proteolysis of LTBP;

Conformational change or
release of mature TGFB
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Mature form
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2. La désactivation du TGF-8

La désactivation du TGF-8 a lieu par la liaison du dimére TGF-8 libre a un nombre de proteines
extracellulaires de la matrice.

3. La cicatrisation des plaies cutanées implique l'interaction de nombreux facteurs.
La cicatrisation des plaies cutanées implique l'interaction de nombreux facteurs,
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5.a.3. 3 types de récepteurs au TGF-0
Il'y a 3 types de récepteurs au TGF-B a la surface des cellules (identifiés par 'iodinisation a la
surface de la cellule de protéines liant le TGF-8 avec ' I'TGF-B) :

Le récepteur de type 111 est un protéoglycane qui n’a pas d’activité catalytique et qui a pour role
de concentrer le TGF- a la surface de la cellule.

Les récepteurs de type I et II sont des protéines dimériques transmembranaires qui ont une
activité ser/thr kinase intrinseque.

Type 111 — 280 kD
Type 11 — 85 kD
Type | B 55kD

RII - mais pas RI - est constitutivement une kinase active.
TGF-B se lie initialement a RIIL.

RI s’associe au complexe

RII-TGF-B. RII phosphortyle et active RI.

RI phosphoryle des substrats en aval.

TGFB TGFB Exterior
RII
RIII (9 | © RI
g [[|\m/
‘ X

5.a.4. Les facteurs de transcription de la famille Smad
Les facteurs de transcription de la famille Smad sont les substrats directs principaux de
P'activation du récepteur a TGF-3 .

Leur phosphorylation entraine:
- leur dimérisation,
- une exposition a la surface de la protéine d'un signal de localisation nucléaire,

une translocation nucléaire,

une liaison a des séquences de reconnaissance d'ADN  spécifiques

une expression induite de genes cibles
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5.b. Contrdle pléiotrope du TGF-B3 des genes pour la prolifération
Controle pléiotrope du TGF- des genes pour la prolifération cellulaire versus attachement a la
matrice extracellulaire et sa composition

Contrdle pléiotrope du TGF-8 des genes pour la prolifération cellulaire
versus attachement a la matrice extracellulaire et sa position

—p1s/pis |
( ' ' [eyaine/corz 1
T tersrim @ f o /

Integrin receptors (cell adhesion)
Extracellular matrix proteins
Metallo-matrix proteases (MMPs)

Integrin receptors (cell adhesion)
Extracellular matrix proteins
Metallo-matrix proteases (MMPs)

TGF-B comme inhibiteur du stade précoce

TGF-B comme inhibiteur du stade précoce et promoteur du cancer épithélial a un stade avancé.

Multiples mécanismes affectant les composants de la voie TGFB et les cibles en aval peuvent étre
responsables de l'acquisition a des stades tardifs d'une résistance a l'inhibition de la prolifération
par le TGER.
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Growth inhibition

—p1s/pis |
/

GF-8 RUI

Integrin receptors (cell adhesion)
Extracellular matrix proteins Invasion, Metastasis

Metallo-matrix proteases (MMPs)

Integrin receptors (cell adhesion)
Extracellular matrix proteins
Metallo-matrix proteases (MMPs)

5.c. Contrdle opposé positif et négatif du cycle cellulaire par la voie

Ras/MPK versus TGF-03
Controle opposé positif et négatif du cycle cellulaire par la voie Ras/MPK versus TGF-0

Contrdle opposé positif et négatif du cycle cellulaire
par la voie Ras/MPK versus TGF-

.
.

Cyclin A-CDK1
Cyclin B-COK1

Cyclin D-COK4
Cyclin D-COK6

G,

Restriction
s poml\
Cyclin A-CDK2
Cyclin E-CDK2
TGF-B * | Smads

TGF-8 RI/I

TGF-B est un puissant inhibiteur de croissance des cellules épithéliales normales (via I’ induction

d'inhibiteurs de CDK comme p21 et p15).

Dans la plupart des cancers du pancréas, et dans des autres cancers, on observe une délétion du

gene de Smad4 qui qui se traduit par une résistance aux effets inhibiteurs de la prolifération du
TGEB.
Esophageal

High grade dysplasia
SMAD4 wild-type adenocarcinoma
. : SMADA4 loss

SMAD4 loss

Malignant l
transformation uom
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5.a.2. Bone Morphogenetic Proteins
-Bone Morphogenetic Proteins (protéines BMP-2, 4, 6), originellement identifiées comme
facteurs inducteurs d’os

5.a.3. Activins” et “Inhibins”
- “Activins” et “Inhibins”, identifiés comme membres de I'axe “pituitaire”.

6. Signaux de développement (SHH, Wnt, Notch)

e SHH, -Hedgehog (Hh) receptors
e Wnt receptors

e Notch receptor

. . Exterior
. 3 " 3 SR AR W
W=, ,4.\ 53 N . = S
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G protein- Cytokine Receptor TGFp Hedgehog (Hh) Wnt Notch
coupled receptors tyrosine r P s r > s receptors receptor
receptors kinases

0.a. Toutes les cellules qui proliferent ne sont pas égales

1. “cellules souches”, qui se répliquent indéfiniment et sont capables de produire divers types de
cellules d'une certaine lignée cellulaire (hématopoiétique, épidermique, pigmentée)

2. “cellules engagées” (committed), qui se reproduisent activement mais pour un nombre limité
de fois et produisent un répertoire plus limité de cellules d'un certain lignée cellulaire.

3. “cellules en différenciation terminale”, qui vont quitté le cycle cellulaire et sont vouées a la
différenciation de maniere irréversible.

—
Stem cell o \\
\\
(a)
@ Stem cell
Restricted —
potential ~ \
am cel ) \
stem cell ‘n‘\‘ Restricted
M | potential
= stem cell
Progenitor /7\
cell \
(c)
o Progenitor cell

<>

Terminally
differentiated cell
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6.a.1. cellules souches

e hématopoiétique,
e ¢pidermique,
e pigmentée

Les cellules souches sont :
1) Capables d’auto-renouvellement: elles se divisent pour un nombre indéterminé de

fois mais effectuent souvent un cycle lent, c-a-d se multiplient a un taux trés faible

2) Capables de générer toutes les autres cellules plus différenciées dans la méme

lignée ou méme parmi des lignées différentes;

6.a.1.a. hématopoiétique

Le systeme hématopoiétique est composé de de populations de cellules souches pluripotentes qui
peuvent générer toutes les lignées et les cellules progénitrices plus engagées qui donnent lieu aux
lignées sélectionnées.

G-CSF

IL-3, GM-CSF, SCF. IL-6 S
e )&

Monocytes (macrophage precursors)

GM-CFC

Myeloid
stem cell IL-3. GM-CSF Q
Pluripotent £ g
HSC o — pXd u
Eo CFC
Eolmophnls (nmmunl cnlll active in
v
Pluripotent (\ , ‘ ’ t ’
hematopoietic o l.‘.M CSF
stem cell BFU E n-3 Emhncﬂu (red blood cells)
(HSC) /\ q CFU-E
SCF. Tpo, IL-3, GM-CSF

Pluripotent o o
HSC i CFC-mega Megakaryocytes
Lvmohmd\ 9 (platelet-forming cells)
stem cell -2, 17, 12, SDF~I
AT-3 Ilgand TNF-

T-CFC B-CFC T and B cells of the immune system

6.a.1.b. Le cancer, résultant du controle défectueux des cellules souches;

Le cancer peut étre per¢u comme un probleme résultant du controle défectueux des cellules
souches;

11 est probable que les tumeurs contiennent des cellules souches s’auto- reproduisant (souvent a
cycle lent et résistantes a la thérapie) et des

populations de cellules en amplification transitoire (cellules “engagées”) qui proliferent
activement.
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Tumor “transit amplifying”
cell

o Tumor terminally
differentiated cell

6.2.2. Division des cellules souches

e division cellulaire asymétrique
e division cellulaire symétrique

6.a.2.a division cellulaive asymétrique

“une division cellulaire asymétrique”, avec division cellulaire d’une cellule souche générant deux
cellules filles différentes, dont I'une seule est “engagée”

,

ivisi

@

= 1@<

6.a.2.b. division cellulaire symétrique

division cellulaire asymétrique

“une division cellulaire symétrique”, avec deux cellules filles identiques, I'une restant cellule
souche et 'autre débutant le processus de différenciation par un signal inducteur stochastique ou

&
e g

externe.

division cellulaire symétrique Le milieu extracellulaire
comme clé de I'engagement
des cellule souches vers
differentiation

engagée

0.b. Intégration de réseaux de signalisation : signaux développementaux

Le développement, comme I'entretien de ’homéostase des tissus normaux, résulte du controle
intégré de la proliferation, de la différenciation et de la mort programmée cellulaire (apoptose).
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Cellules souches Cellules engagées .
- Morphogénes

Les voies de signalisation développementales jouent un réle essentiel a la fois durant le

développement et dans les tissus et les organes matures. L’altération dans I'une ou plusieurs de
ces voies joue un role prépondérant pour le développement de tumeur.

6.b.1. Etablissement de limites parmi les différentes populations de cellules
débutant par des cellules initialement identiques

Etablissement de limites parmi les différentes populations de cellules débutant par des cellules
initialement identiques.

Initial population

6.b.2. Les sionaux développementaux fonctionnent par deux mécanismes au choix:

Les signaux développementaux fonctionnent par deux mécanismes au choix:

a) Un mécanisme interrupteur binaire on/off (relais) entre les cellules voisines.
Exemple : La voie Notch.

b) Un gradient de diffusion, avec une molécule unique diffusable (morphogene) agissant a
distance avec des effets dépendant des seuils de concentration.

Exemples : Sonic HedgeHog (SHH), Wnts, TGF-3/BMPs.
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(a) Relay signaling

0ololo

(b) Gradient signaling

6.b.2.b. gradient de diffusion des morphogénes

Les facteurs Shh et BMP /TGF-83 agissent comme des morphogeénes pendant le développement
Dorsal

Epidermis Roof plate

Neural Sensory
tube neurons
V1 neurons
V2 neurons

Motor neurons

Somi

Notochord
Ventral

6.0.2.b.1. 1a voie de signalisation Sonic HedgeHog (Shh)

Un ligand diffusable secrété, Shh, activé par un auto- clivage et une liaison covalente au
cholestérol et palmytoylation.

L’hydrophobicité est importante car elle favorise la liaison de Shh a la membrane cellulaire et
limite son taux de diffusion.
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Le récepteur de Shh est Patched (Ptc), une protéine a 12 segments transmembranaires.

En I’absence de Shh, Ptc supprime la fonction de Smoothened, une autre protéine
transmembranaire.

La liaison de Shh inhibe la fonction de Ptc, provoquant ainsi la activation de Smoothened.

(a) -Hh (b) +Hh
Hh
Ptc Smo

Exterior

1

6.0.2.b.1.a. 1. activation de Smoothened entraine l'activation d'une cascade intermédiaire

L’activation de Smoothened entraine ’activation d'une cascade intermédiaire, dont la kinase
PKA, qui conduit a terme 2 l'activation de facteurs de transcription spécifiques (Gli 1,2,3 chez les
mammiferes; Ci dans la Drosophile).

(a) -Hh

Microtubules

\

Nucleus a CBP)

."_"IJQML"_"‘ ."_"[ T‘:E genes |/

Parmi les genes qui sont induits transcriptionnellement par I'activation de Smoothened et Gli, il y
a Patched lui-méme, qui, étant donné sa régulation négative de Smoothened, agit comme un
mécanisme de retrocontrol négatif pour réguler la voie de signalisation Shh:

L

Smo
Sh| ®
@ Ptc

* Glil 2
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6.0.2.b.1.b. I activation de la voie de signalisation SHH par la mutation/ perte du géne de Patched

L’activation de la voie de signalisation SHH par la mutation/pette du géne de Patched conduit a
des formes familiales et sporadiques de :

Carcinomes des cellules basales de I’épiderme (BCC) :
e Cancer le plus commun dans les populations blanches -900,000 nouveaux cas par an aux
Etats-Unis.
e Dérives des kératinocytes de la couche basale de I'épiderme ou plus vraisemblablement du

follicule pileux.
e Invasifs seulement localement et rarement métastatiques, puisque leur croissance dépend

fortement du stroma environnant

Deux types de tumeurs cutanées dérivées des keratinocytes :

e carcinome basocellulaire et carcinome épidermoide, par activation de la voie Shh et Ras-
MAPK, respectivement.

e Patchl / SHH : basal cell carcinoma

e Ras* / MAPK : squamous cell carcinoma

I

Pateht / SHH Ras*/ MAPK

Basal cell carcinoma Squamous cell carcinoma
TR

6.0.2.b.1.a.1. les genes qui sont induits transcriptionnellement par l'activation de Smoothened et Gli,
miécanisme de retrocontrol négatif

Parmi les genes qui sont induits transcriptionnellement par I'activation de Smoothened et Gli, il y

a Patched lui-méme, qui, étant donné sa régulation négative de Smoothened, agit comme un
mécanisme de retrocontrol négatif pour réguler la voie de signalisation Shh:

s |1 gome
o] B %9
@D Glil 2

Sila protéine Ptch n'est pas fonctionnelle (pas d'activité suppressive), la SHH est
constitutivement active et il faut cibler les molécules en aval de Ptc.

carcinome basocellulaire (BCC) :
localement invasif, non métastatique
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De petites molécules avec une fonction antagoniste a la voie de signalisation Shh ont été
développées pour servir de molécules thérapeutiques contre la formation et progréssion de
carcinome basocellulaire.

Des composants naturels avec une fonction anti-Shh (la cyclopamine) conduisent a un défaut de
naissance telle que la cyclopie (un seul ceil avec fusion du cerveau gauche et droit).

.
~

6.0.2.b.2. Wnts

Wnts : terme général pour une grande famille de facteurs diffusables (morphogenes) ayant un
role étendu aussi bien dans le développement que dans la tumorigenése.

Wingless : un gene de Drosophile codant pour un facteur diffusable dont la mutation, comme
Hh, cause la perte de la polarité de segment et de la formation de limites.

Intl : un homologue de Wingless chez les mammiferes, dont Pexpression inappropriée entraine
le développement d’un
carcinome mammaire chez la souris.

6.0.2.b.2.a. 2 réceptenrs pour Wats d la surface de la cellule:

2 récepteurs pour Wnts a la surface de la cellule:

e Frizzled, une protéine a 7 domaines transmembranaires, ayant des similitudes avec les
récepteurs couplés a la protéine G;

e Lrp, quis’associe avec Frizzled en présence de Wnts.
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6.0.2.0.2.b. la signalisation de Wnt est la [f-catenine : molécule avec 2 fonctions
Un élément-clé dans la signalisation de Wnt est la 3-catenine, une molécule avec 2 fonctions:

1) Composant structurel des jonctions adhérentes (adherens junctions) entre deux cellules
voisines;

2) Activateur de transcription située, en condition basale, dans le cytoplasme, dans un complexe
moléculaire avec une kinase ser/thr, la GSK38, qui cible la B-catenine par phosphotylation pout

sa dégradation (via le protéasome).

L’activation de Wnt cause la dissociation de la 3-catenine du complexe cytoplasmique (un
complexe avec GSK30), promouvant sa stabilité et sa translocation au noyau.

Ici, la B-catenine s’associe avec des facteurs de transcription, induisant I'expression du régulateurs
clés du cycle cellulaire telles que la cycline D1.
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6.0.2.b.2.c. Activation constitutive de la voie Wnt/ [S-catenine amene le développement du cancer

Carcinogenése du colon en plusieurs étapes
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Activation constitutive de la voie Wnt/B-catenine amene le développement du cancer.

Le géne APC (Adenomatosis Poliposis Coli) a été identifié par
des études génétiques sur des familles susceptibles de développer le cancer du colon.

La perte mutationnelle du géne APC, est la premiere étape d’évenements qui conduisent a des

polypes du colon et au cancer.
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Les signaux développementaux fonctionnent par deux mécanismes au choix:

a) Un mécanisme interrupteur binaire on/off (relais) entre les cellules voisines.

Exemple : La voie Notch.
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b) Un gradient de diffusion, avec une molécule unique diffusable (morphogene) agissant a
distance avec des effets dépendant des seuils de concentration.
Exemples : Sonic HedgeHog (SHH), Wnts, TGF-/BMPs.

6.b.2.a. mécanisme interrupteur binaive on/off (relais) entre les cellules voisines

La voie de signalisation Notch fonctionne comme un mécanisme interrupteur on/off entre les
cellules voisines,

e pour déterminer le devenir de la cellule,
e pour contrdler le potentiel des cellules souches et
e méme pour promouvoir ou supprimer la tumorigenése.

La voie implique des ligands non-diffusables transmembranaires de la famile Jagged ou Delta

liant un récepteur a la surface de la cellule transmembranaire, Notch 1-4.

La liaison au ligand déclenche des changements conformationnels du récepteur suivis d’un
clivage protéolytique du domaine cytoplasmique.

Le domaine cytoplasmique “activé” du récepteur est alors transloqué au noyau ou il se lie a une
protéine de liaison a PADN induisant ainsi la transcription.
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L'activation de Notch controle I'expression de genes ayant des fonctions opposées dans
différents types de cellules.

6.b.2.a.1. Fonctions biologiques complexes de la voie Notch

1) l'activation de Notch peut avoir des roles opposé dans des cellules tumeurs de différents types
- Dans les cellules T, l'activation de Notch induit l'expression de la cycline D1 et favorise
la tumorigenese (leucémie a cellules T)
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- Dans les kératinocytes, 'activation de Notch induit p21 (CDKN1A) et supprime la
tumorigenese

2) Dans le développement et I'homéostasie tissulaire, l'activation de Notch peut
(i) entrainer la génération de cellules avec des destins différents (c. (c'est-a-dire les cellules
souches par rapport aux cellules engagées) ou

(ii) la synchronisation des cellules le long d'un programme de différenciation spécifique

Inhibition latérale

-0 ©

Renforcement positif

N |J
@ ® | =
J IN

6.0.2.a.1.a. inhibition latérale, l'activation de Notch
Par inhibition latérale, Pactivation de Notch peut générer différents domaines de cellules (field)
ou différents groupes de cellules (cluster).

o0z
z ©OZ

Field Cluster
us spécifiquement, la voie Notch est essentielle pour la maturation équilibrée des cellules
Plus spécifiq t, 1 Notch est tielle pour la maturation équilibrée des cellul
précurseur de Pectoderme, dans les cellules épidermiques ou neuronale

Exogenous signal Inhibition latérale

Delta gene expressio

Une petite augmentation initiale de l'activité de Notch dans la cellule A entraine une diminution
de l'expression de ligand Delta, qui a son tour entraine une diminution de l'activation de Notch
dans la cellule B. La diminution de l'activation de Notch dans la cellule B entraine une diminution
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de la suppression du gene Delta, avec une augmentation de expression de la protéine Delta qui
renforce a son tour l'activation de Notch dans la cellule A.

6.b.2.a.1.b. renforcement positif
Par renforcement positif, la signalisation Notch est utilisée pour synchroniser des cellules le long
d'un certain programme de différenciation.
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Une petite augmentation initiale de l'activité de Notchdans la cellule A conduit a une expression
accrue de ligand Jagged, qui a son tour provoque une activation accrue de Notch dans la cellule
B.

L'activation accrue de Notch dans la cellule B provoque une expression accrue du gene Jagged,
avec une augmentation de expression de la protéine Jagged qui a son tour renforce 'activation de
Notch dans la cellule A.

6.0.2.a.2. Programme vertical de différenciation des cellules de ['épiderme dans différentes couches

Programme vertical de différenciation des cellules de I'épiderme
dans différentes couches
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Squamous Cell Cancers: A Unified Perspective
on Biology and Genetics

Uv G. Pacio Dotto' " and Andl K. Rustgl*
Cancer Cell 2016
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