BMCP: Biologie cellulaire 
Desnuelles 25/10/11

Communication cellulaire
Suite du cours de la dernière fois, contexte de signalisation cellulaire, concept des récepteurs et des différents types de communication. Différents types de communication que l’on peut trouver entre cellule - cellule, signal - cellule, et ligand - récepteur.
I) RECEPTEURS TYROSINE KINASE :
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L'activation du récepteur tyrosine se fait par un mécanisme de dimérisation, c'est-à-dire que deux protéines récepteurs s’associent lorsque le ligand se fixe,  ça donne la capacité a chaque protéine unitaire composant du RTK de pouvoir s’associer a un autre en un homodimère (de façon général mais on verra que c’est pas obligatoire). Cette association entraîne l’activation de cette protéine par une auto phosphorylation. Cette activation est dite allostérique car des modifications de conformation font que le mécanisme s’active en s’auto phosphorylant.

Cette auto phosphorylation se fait spontanément, puisqu’on peut la reproduire simplement dans un système cellulaire en culture : 
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-On place une cellule qui possède ce type de récepteur avec les composants nécessaire (ATP marqué + Phosphore marqué + ligand qui active : EGF facteur de survie cellulaire très courant)

-On laisse incuber ;
-On détruit le tout ;
-On ajoute des Ac anti-récepteur à l’EGF ;
-On laisse incuber à nouveau.
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On s'aperçoit que l'Ac permet de regrouper les récepteurs dimérisés. Ce qu’il est important de voir c’est que lorsqu’il y a de l'EGF dans le milieu il y a une bande très fortement phosphorylée c'est-à-dire qui correspond aux récepteurs activés et qui ont été retenus par cet Ac qui est bien le dimère que l’on recherche.  
La résultante de la dimérisation et de l’activation de l’activité kinasique de la protéine enzymatique kinase est l’apparition de molécules de phosphore sur les résidus tyrosines donc on a une structure moléculaire avec tous les résidus tyrosine phosphorylés : c’est forme active du récepteur. 
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Donc 1er tps : activation de l’activité kinase 
2ème tps : l’activité kinase permet la phosphorylation des résidus tyrosine.

3ème tps : les tyrosines phosphorylées vont activer à leur tour des protéines associées de différents types c'est-à-dire que la réponse au RTK n’est pas univoque il existe plusieurs voies de signalisation par derrière (comme pour la protéine G où on pouvait avoir des αq, αt, αs qui n’utilisent pas forcement la même voie de signalisation) C’est donc au niveau de ces protéines associées que va se jouer la signalisation suivante à l’intérieur du cytosol.
Certaines molécules ligands peuvent entraîner plusieurs réponses cellulaires (ex : récepteur à l’insuline où il y a de multiples réponses activent de multiples voies de réponse) ou bien certains ligands peuvent avoir un seul type de réponse par un type de protéine associée qui va prendre le relais et qui suit après une seule voie d’activation.

La reconnaissance entre le récepteur activé sur les zones de tyrosine phosphorylée et le message suivant va se faire par une reconnaissance particulière au niveau de domaines (exemple le domaine SH2, il en existe d’autres, …).

La protéine signal qui a un domaine SH2 dans ce cas particulier vient s'activer par cette zone de reconnaissance.
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Historiquement parlant les récepteurs les plus connus et les 1ers connus ont été ceux de l’EGF (facteur de croissance épidermique) facile à cultiver, à prélever sur des modèles de cellules. Cela a été décrit dans des phénomènes de carcinologie, de proliférations cancéreuses puisque ces activations sont exacerbées dans ces endroits la et donc l’expression des protéines est plus importante et donc plus facile à aborder. 
On avait découvert un oncogène (gène spécifique d'induction de cancer) qui a été décrit sur un model viral qui datait de 1911 et valu un prix Nobel en 1956.
Il faut qu’il y ait une séquence un peu spécifique qui ressemble à V-src, par exemple celle du Sarcoma Virus de Rous (SRV).Lorsque cette séquence est présente dans un gène elle permet que le signal s’exprime. 

Ainsi, on va retrouver parmi les signaux qui font des reconnaissances, un chef de file: SRC. 
C’est une protéine qui a été décrite associée à l’expression de cet oncogène et qui est le model de toutes les autres protéines qui peuvent fonctionner de la même façon.
Les zones (SH1, SH2, SH3, SH4) s’appellent SH car ce sont des domaines homologues qui ont des structures et des séquences homologues à la protéine SRC qui avait été décrit comme ce proto-oncogène donc comme cet activateur de prolifération tissulaire. 
L’important dans la protéine SRC est le fait qu’il y ait la présence de ces domaines qui vont être des séquences de reconnaissance sur le récepteur et qui vont servir d’intermédiaire entre ce récepteur et d’autres protéines a activer. 
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· Le système SH1 est à activité tyrosine kinase 
· SH2 est basé sur la reconnaissance de séquences qui met en jeu des Tyrosine, Méthionine, Valine, … phosphorylées.
· SH3 sur une séquence définit avec répétition particulière d’a.a.
· SH4 est une réaction chimique différente, qui permet une interaction avec la forme phosphorylée du récepteur.
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Très schématiquement, on voit une molécule SH2 et le récepteur avec ses tyrosines phosphorylées.

Par l’intermédiaire de poches qui vont venir s’emboîter sur ces molécules de phosphore, elles vont reconnaître ces molécules de SH2 est donc c’est une interaction directe SH2-Tyrosines phosphorylées. 
Par contre pour le domaine SH3, on a une séquence arginine, proline, valine, proline, proline, arginine. Donc c’est plus la séquence que véritablement la phosphorylation (du moins la place de ces acides aminés sur leurs protéines activées) qui fait que ces reconnaissances vont se faire. Cela va donc permettre l’activation de ses protéines SH2, SH3, SH4 qui elles-mêmes vont traduire.

A l'échelle moléculaire on voit aussi, à titre d'exemple, les molécules SH2 qui ont une poche qui vont se fixer avec les tyrosines kinases phosphorylées. Ou alors les autres molécules viennent se fixer sur cet assemblage qui structurellement présente des « zigzags » par la position des arginines, des prolines etc.
Selon le nombre et le type des différentes zones SH2, SH3, SH4,… on définit des molécules signal post récepteur. Par exemple les molécules :
-GAP 
-Pi3-Kinase 
-PhospholipaseC γ (PLC γ) 

-GRB2 
Ce sont des protéines qui vont interagir entre le récepteur et la séquence d'activation plus loin.

Ici le récepteur est activé avec sa tyrosine phosphorylée. 
On prend comme exemple la protéine GRB2 (séquence SH3, SH2, SH3)qui va inter réagir d’un coté avec la tyrosine phosphorylée et de l’autre avec d'autres molécules qui vont assurer la transmission de ce signal dans le cytosol.
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Autre exemple : la protéine SOS (son of sevenless) décrit dans un système animal de mouche, leurs yeux sont formés de 8 domaines particuliers et quand le 7ème domaine n’est pas présent la protéine ne s’exprime pas.
On a une interaction qui va se produire entre cette molécule GRB2 (molécule qui interagit par les poches SH2 ou SH3 vis à vis de la tyrosine phosphorylée) et cette protéine SOS (intermédiaire dans la suite de la discussion).
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Pour être active la liaison SOS-GRB2 doit être modulée par la présence de RAS GTP ou RAS GDP.
En fait sur le schéma on retrouve le récepteur, l’adaptateur au GRB2 (celui qui a des poches), le SOS qui en inter relation avec RAS permet l’échange de GTP et GDP sur RAS (qui passe de la forme inactive a la forme active).
RAS est liée à la membrane dans l’environnement du récepteur (comme pour les RCPG), c’est une protéine navette qui glisse sur la membrane qui peut être activée ou inactivée : son activation dépend de l’état d’activation du récepteur. 
Ensuite transmission du signal à travers RAS-GTP qui est la forme active.
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Récapitulatif : le récepteur, sa dimérisation, l’activité kinase, la phosphorylation des résidus, la protéine adaptative qui vient se fixer dessus, ensuite l’activation de la protéine intermédiaire, qui va dans cet exemple activer la protéine RAS.
La protéine SOS est un facteur d'échange du GDP contre du GTP sur la protéine RAS. 

Il intervient une autre protéine: GAP (protéine d’activation GTPase elle détruit le GTP).
Donc SOS permet le passage de RAS-GDP (inactive) à RAS-GTP (active) 

Alors que GAP permet le passage de RAS-GTP (active) à RAS-GDP (inactive). 
Le système boucle en permanence, il y a une activation sous une l’influence d’une protéine activatrice qui elle-même est régulée par l’activation du récepteur.
Puis inversement, un système va dégrader de façon à rendre ensuite le système libre et de nouveau permettre les échanges en GDP et GTP et inactivation en déphosphorylation du GTP en GDP.
Donc 
1ère phase : échange de molécules.

2ème phase : dégradation par l’activité GTPase.
 Tout cela s'accompagne de changements conformationnels ou de mises en conformation compatibles avec ces associations de molécules, avec ces activations qui transmettent ce système.
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On voit le système de phosphorylation, la poche SH2, le SOS, l’échange GTP-GDP pour arriver au RAS-GTP. Tout simplement pour faire apparaître ici que le signal GAP est lui-même sous la dépendance du récepteur, c'est-à-dire que ce signal GAP est inhibé quand le récepteur est activé donc le système va dans le sens de l’activation de RAS. 

Dès que le récepteur est inactivé donc que GAP n’est plus inhibé il peut couper le GTP est faire que RAS soit une extinction rapide de la réponse du récepteur.

L’activation de RAS met en jeu plusieurs protéines, ce qui demande une adaptation, que ces protéines soient là et activées.

Mais par contre le système d’inactivation est assez rapide puisque dès que l’inhibition de GAP est levée, à ce moment la RAS est dégradé et le signal disparaît.
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Ce signal RAS (celui qui est sur la partie droite de la photo) c’est une des parties de l’activation, de la capacité d’activation de ce RTK.

On voit les différentes voies d’activation, non limitatives mais les plus fréquentes, c'est-à-dire :

· Le système RAS : activation de RAS par apparition de RAS-GTP ;
· Le système d’activation de la phospholipase γ : protéine qu’on peut activer à partir des molécules, des poches etc. ;
· La molécule SRC ;
· Le système la phosphate inositol 3 kinases (Pi3-Kinase).
 Il y a donc plusieurs molécules signal qui vont entrer en jeu.
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RAS-GDP sous l'influence de GRB2 et de SOS donne RAS-GTP. RAS-GTP sous l’état d’activation s’accouple à une autre protéine: RAF.

Le complexe RAS-RAF activé entraîne une cascade d’activation des protéines kinases mitogènes (rappel : ce sont des systèmes décrits dans des systèmes cancéreux mais qui existent en dehors, dans la normalité cellulaire de façon physiologique) qui vont s’activer les unes après les autres jusqu'à apparition d'une molécule ERK.

ERK est un signal, une kinase qui est régulée par le signal extracellulaire directement, son apparition dépend du ligand qui s'est fixé sur le récepteur mais aussi de tous les intermédiaires et systèmes de régulations intermédiaires. 
Les protéines kinases par l'intermédiaire d’ERK peuvent agir à deux niveaux :
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dans le cytoplasme : c’est des protéines kinases qui sont capables de phosphoryler, donc d’entraîner des activations enzymatiques sur de nombreuses cibles. Elles vont être activées par le fait que cette molécule apparaît sous sa forme active dans la cellule  et sous l’influence du signal EGF (venu de l’extérieur de la cellule sur son récepteur pour déclencher ce système). Activation enzymatique qui s’en suit avec une spécificité qui est uniquement kinasique, ce sont donc des systèmes sensibles aux phosphorylations.
· dans le noyau : les protéines kinases vont activer des systèmes à travers la transcription de l’ADN, c’est à dire que cette molécule ERK phosphorylée va pouvoir pénétrer dans le noyau par l’intermédiaire de pores et prend le nom de Serum Reponse Factor SRF. 
Ce système va ensuite fonctionner exactement comme on l’a décrit pour les récepteurs intra cellulaires, intra nucléaires (protéines qui reconnaissent des éléments de réponse à l’hormone ou à des facteurs circulants sériques qui sont stimulateurs, puis activation de la transcription).
On voit qu’à travers les phosphorylations de kinase arrivent :
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soit des modifications dans l’activité d’une protéine 
· soit des modifications dans l'expression des gènes, c’est à dire phosphorylation et donc utilisation de l’activité kinase sur des protéines enzymatiques 
· soit des modifications dans l'expression des gènes c'est-à-dire que ce RTK agit en activation aussi bien dans le cytosol que sur l’expression protéique elle-même, donc avec des réponses qui peuvent être très rapides (réponse d’activation enzymatique, kinasique, avec consommation d'atp…). 

Ou qui peuvent être beaucoup plus lentes lorsqu’il s’agit d’expression génétique parce que l’expression d’une protéine peut ne pas être la protéine finale mais aller elle-même agir comme facteur facilitateur d’expression d’autres protéines… donc de toutes les cascades qui vont s’en suivre.
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L’effet cellulaire est une voie de transduction 

1er stade : fixation du ligand sur son récepteur ;
2ème stade : autophosphorylation du récepteur ;
3ème stade : voies de transduction du signal qui passe par RAS/RAF et MAPkinase et qui vont agir sur différents éléments.

Quand il s’agit du facteur de croissance épidermique, EGF agit sur l’expression

· de facteurs angiogéniques (par l’intermédiaire de transcription) 

· de la progression du cycle cellulaire (activation de la dimérisation de facteurs d’activation du cycle) 

· sur l’apoptose (activation plutôt de type enzymatiques avec des systèmes d’activation calciques, activation des voies des caspases) 
· signal d’adhérence ou de mobilité 
Toutes ces conséquences favorisent le développement de systèmes cancéreux puisque pour leur développement il faut une augmentation de la vascularisation, plus de tissus donc l’angiogénèse est importante. Il y a plus de cellules donc effectivement il y a un système de prolifération cellulaire, il y a moins de mort cellulaire et une diminution de l’apoptose.
Ces cellules peuvent se déplacer pour envahir et faire des métastases. 

On conçoit donc que ce système d’activation par ces TK et en particulier par ces facteurs de croissance a été décrit dans des systèmes cancéreux, mais correspond aussi à la simple survie cellulaire. Toutes cellules même pour survivre doit avoir ces capacités d’être vascularisé, de proliférer, de se détruire le moins possible, et de pouvoir être mobile se déplacer …

De fait ce que l’on a décrit dans les systèmes tumoraux c’est même le système de développement. Tout système cellulaire pour se développer doit faire appel à ces facteurs de survie permanente. 
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On retrouve une interrelation avec le système de récepteur à protéine G. et le Second messager AMPc qui active la protéine kinase A qui elle va inhiber RAF.

Donc il y a un système de balance dans la cellule c'est-à-dire des facteurs de croissance qui vont activer ces systèmes là et des systèmes hormonaux qui vont au contraire moduler la capacité des facteurs de croissance à faire la circulation de façon plus ou moins importante.

La balance permet à la cellule une régulation beaucoup plus fine puisqu’a la fois elle reçoit le signal et le contre signal, selon l’importance de l’un ou de l’autre les voies métaboliques et les voies de réponse vont dans un sens ou dans l’autre. Ces RTK ne sont donc pas isolés.
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Les systèmes des MAP kinases avec leurs cascades n’agissent pas uniquement sur le système ERK (dans les facteurs de croissance mitogène..) mais aussi sur certains récepteurs qui répondent par l’intermédiaire de cytokines inflammatoires (dans la réponse inflammatoire tissulaire) ou dans des circonstances de stress cellulaire.

Les facteurs de croissance mitogène vont agir sur la croissance, la différenciation et le développement par l’intermédiaire des différents mécanismes déjà décrits, mais il existe des mécanismes parallèles et complètement similaire où la cible finale n’est pas la même.

Cependant elles interviennent selon des réponses inflammatoires ou des réponses au stress sur d’autres types de récepteurs par d’autres stimuli mais qui empruntent des voies totalement similaires de cascade de ces kinases. Donc c’est un effet biologique très général de phosphorylation et d’activation.
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La 1ère voie c’est celle qui aboutie aux MAP Kinases et qui est inter reliée a celle qui lui ressemble. 
La 2ème voie c'est la voie qui passe par l'intermédiaire de PLC γ, il faut aussi considérer que la réponse princeps du récepteur EGF est la réponse MAP Kinase mais les autres molécules adaptatives peuvent aussi être activées par ce récepteur donc sa réponse n’est pas du tout univoque aux MAP kinase mais il peut y avoir aussi d’autres systèmes de réponse par ces phospholipases.
Ces PLC sont des voies que l’on retrouve avec les RCPG c'est-à-dire que c’est l’apparition du diacylglycérol (DAG) et d’IP3 donc que c’est exactement les mêmes systèmes que dans l’activation de la PLC. 
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Ces mécanismes ont pour effet global d’activer tout ce qui est calcium dépendant, il se trouve qu’effectivement RAS-GRF est calcium calmoduline dépendant donc ceci va concourir à l’activation de RAS, RAS-GTP, etc.
C’est un système de boucles qui dans le même récepteur et dans même le système d’activation des récepteurs ne va faire qu’exacerber l’activation de RAS par un système d’activation des voies calciques.
La PIP2 va se scinder en DAG et en PIP3, puis DAG peut avoir ces propres actions.

La voie du PI3K est assez similaire (de celle des PLC), elle met en jeu des lipides membranaires : c’est ce qu’on appelle une lipide kinase (on parle d’habitude de protéines kinases) elle dépend du PI et qui vient d’une voie de dégradation du PI. 

En fait la lipide kinase va être constitué d’hétérodimères :

· la partie B110 parce qu’elle correspond a 110 kDa, sous unité catalytique ;
· la partie B85, sous unité régulatrice qui possède 2 domaines SH2 pour permettre les interrelations avec le récepteur. 
En aval, il va y avoir un système d’activation qui passe lui par deux types de molécules

· AKT c’est une protéine kinase 

· PDK c’est une kinase dépendante des phospho-inositides (c'est-à-dire les systèmes d’inositol phosphate). 

Ce sont les 2 éléments qu’on va retrouver dans la voie d’avale qui sont les systèmes par lesquels va passer cette activation.
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Ce schéma, pour montrer l’activation de ce PI : Au repos, il est enchâssé dans la membrane. Donc ici ce sont les deux cibles, qui sont les cibles d’activation du système. 
· D’abord le récepteur est activé par un facteur de croissance de survie quelconque, qui correspond en faite à la phosphorylation et à l’apparition de l’activité tyrosine kinase.

· Ensuite il y a la reconnaissance par cette kinase lipidique, qui a une poche comme on vient de le dire et un coté actif qui va donc une fois qu’elle est activé sur le système membranaire, pouvoir activer les cibles d’avales : PDK et AKT et par un système d’activation par phosphorylation d’aval sur ces récepteurs.

Donc c’est une autre voie de fonctionnement du RTK par l’intermédiaire de cette kinase lipidique.

L’autre système c’est le système SRC.
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Un récepteur majeur : le récepteur à l’insuline qui est très important parce que sa pathologie est celle du diabète. C'est-à-dire que lorsque l’insuline est mal reçu ou mal perçu par ses cellules cibles parce que le récepteurs fonctionne pas bien, il s’en suit une augmentation de la glycémie et donc c’est ce qu’on appelle un diabète soit de type 1 soit de type 2 selon qu’il est insulinodépendant ou non du moins dans une approche très grossière.

Ce qui est frappant immédiatement c’est que l’insuline se fixe à un seul récepteur mais est connue pour avoir de très nombreuses actions: 

Transport du glucose, synthèse de glycogène, glycogénolyse, néoglucogenèse, transformation du pyruvate en acides gras, la lipolyse, la synthèse des protéines, la synthèse des ARN (donc elle a une action directement de transcription).
Elle est présente dans de nombreux tissus : le foie, le muscle, le tissu adipeux, .., selon le type de tissus la réponse n’est pas forcement la même (effet tissu) et puis un effet qui va être lié au fait que justement le RTK à l’insuline peut répondre de différente façon, par différentes voies.

Le récepteur de l’insuline à une caractéristique particulière comme RTK, il est déjà spontanément dimérique. C'est-à-dire qu’il est fabriqué par un gène particulier traduit en ARNm qui donne une protéine : le pro récepteur qui va se couper en 2. C'est-à-dire il y a une su α et une su ß séparées par un site de coupure et qu’on va retrouver dans le récepteur et qui sont reliés par une liaison physiquement très forte qui est une liaison en pont disulfure.
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Et c’est l’association de ces 4 protéines, de ces 2 dimères, qui va donner le RTK de l’insuline.

Il a également des séquences tyrosine kinase activable et phosphorylable qui est une caractéristique de ce type de fonctionnement.

Ce récepteur va s’associer à des systèmes qui vont traduire son activation à l’intérieur du cytosol et qui peuvent passer par le substrat de IRS (terme générique du récepteur à l’insuline), certaines protéines vont pouvoir être phosphorylées par l’activation de ce récepteur dimérique. 
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Et parmi ces protéines ont va retrouver celles qu’on avait déjà cité tout à l’heure dans les voies de PI, GRB2, SOS. Cette auto phosphorylation du récepteur se fait lorsque l’insuline vient se lier dessus et en fait correspond à deux voies véritablement d’activation possibles :

· une voie qui est facile que l’on retrouve GRB2, SOS, RAS, RAF, MEK, dont on vient de parler c’est la voie d’activation kinase par l’intermédiaire de la protéine SHC… lors de son activation.

· la deuxième possibilité c’est ces substrats du récepteur de l’insuline (qui s’appel substrat 1 substrat 2…) qui par l’intermédiaire de poche SH2, SH3, etc., va pouvoir, après la phosphorylation et l’utilisation de l’ATP, avoir différentes cibles qui sont du même type que précédemment GRB2, SH2, PI…

Ces cibles vont chacune agir sur des mécanismes qui leurs sont propres, (c'est-à-dire comme on a vu que cette voie kinase agit d’abord sur des activations phosphorylante au niveau kinasique et aussi sur des régulations de transcription), cette autre voie agit par exemple sur le trafic vésiculaire. 

Ceci explique le fait que l’insuline permet d’augmenter la concentration en glucose qui va pouvoir pénétrer dans la cellule par ce trafic vésiculaire ou bien agir par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation, c'est-à-dire aussi agir sur des mécanismes enzymatiques (retrouvé dans la glycolyse, la glycogénolyse) avec des systèmes qui sont ATP dépendants ou phosphorylo-dépendants et qui régulent l’apparition ou le masquage du glucose/glycogène.
L’ensemble des cibles du récepteur à l’insuline vont passer par les différentes voies explicables par ce RTK qui cumule de très nombreuses capacités. Ceci par l’intermédiaire d’un système de type SHC GRB2 SOS RAS… 
En fait, c’est essentiellement un système d’activation glycogène synthétase qui va être activé (enzyme qu’on retrouve dans les mécanismes de la glycogénèse ou de la néoglucogenèse) par cette activation kinasique.

L’insuline est aussi un facteur de croissance important qui agit sur la transcription cellulaire. 
Par d’autres mécanismes (ex : mécanisme d’IRS1 (substrat 1)) l’insuline va agir sur : la lipogenèse, le transport d’acides aminés, voire les transferts ioniques à travers la membrane Na+ K+.

Les effets de l’insuline par l’intermédiaire d’autres mécanismes de transmission ou bien par l’intermédiaire de la PI et de sa structure 85 et 110, schématisé ici par ses systèmes de lipide kinase, va pouvoir agir directement sur l’absorption du glucose en utilisant les récepteurs du glucose. 
Ce sont en fait des systèmes d’internalisation vésicules qui fixent le glucose et qui vont être internalisé par endocytose.
Ils vont donc agir sur ces mécanismes d’endocytose et de pénétration du glucose à l’intérieur de la cellule et du masquage du glucose du système sanguin, il s’en suit alors une baisse de la glycémie puisqu’on fait pénétrer le glucose qui va être utilisé dans les voies métaboliques. 
Par l’intermédiaire de la phosphorylase kinase B ou de ce mécanisme on peut activer ou moduler la biosynthèse et la transcription au niveau de l’ADN. 

Le récepteur à l’insuline est un exemple particulier de RTK de par sa structure et son affinité.
Cette affinité n’est pas définie comme dans les autres systèmes, car habituellement une simple liaison se fait, puis il y a largages des récepteurs, puis destruction des récepteurs.

Dans le cas du récepteur à l’insuline, ce sont des systèmes de cinétiques assez complexes à cause des différentes voies et des différentes capacités qu’a ce type de RTK.
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On peut rencontrer d’autres types de RTK etant plus « anormaux ».

En principe, la dimérisation du récepteur à l’EGF va être liée à différentes autres protéines qui sont : Erb-2, Erb3, Erb1, Erb4.. 
On va voir que ces protéines sont exprimées dans des mécanismes pathologiques en particuliers cancéreux et permettent de reconnaître ces cancers donc de servir de marqueur diagnostique, mais aussi avoir une valeur pronostique grâce à leur quantification.
C’est la constitution ou l’apparition de ce type de récepteurs qui est déviant dans notre système lorsqu’il est pathologique. 

Dans cancer du poumon essentiellement, les couplages récepteurs EGF/Erb1 se retrouvent dans 30% des cancers du poumon avec expression très augmentée, leur présence signe un très mauvais pronostique et une très grande rapidité d’évolution. Ce cas est d’autant plus vrai en association avec Erb2.

En effet, il peut normalement y avoir 20 000 à 100 000 récepteurs à la surface d’une cellule mais une augmentation est un signe de transformation cancéreuse, d’agressivité et d’apparition oncogène stimulante de migration.
Erb3 et Erb4 ont d’autres caractéristiques.
En immuno-histochimie on peut à l’aide d’Ac spécifiques repérer des protéines d’expression qu’on voit sur des cancers du poumon (ex : Erb2).

Donc on voit ici le marquage des cellules épithéliales avec en bleu le noyau de la cellule et en marron la surface de la membrane.

Bien sur cette protéine est exprimée sur la membrane de surface. Quand il y a beaucoup de protéines la coloration va prendre toute la membrane de surface, elle dessine toute la membrane qu’on peut suivre et chaque cellule est bordée avec une expression très importante de cette protéine cancéreuse.

Puis on peut avoir d’autres situations où l’on voit très bien la membrane mais on voit que certaines cellules ne sont pas marquées, donc n’expriment pas Erb2 et celles qui l’expriment le font de façon nettement moindre. 

C’est un élément diagnostique puisque la présence de coloration d’Erb2, montre que c’est une cellule tumorale. Puis le nombre de cellules exprimant le système est un facteur pronostic de l’agressivité de la prolifération de ce cancer.
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Certains médicaments peuvent agir sur l’expression du récepteur, prenons l’exemple d’un anticancéreux (IRESSA) qui a pour effet de modifier, de bloquer l’activation du RTK.

Donc ici on a le récepteur à l’état normal, son dimère est un récepteur kinase-kinase et un récepteur moins à l’état normal puisque c’est un hétérodimère.
Ce système agit directement sur l’expression de régulation du cycle cellulaire, plus précisement sur les produits d’activation de ce cycle.
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Il agit en bloquant de façon non spécifique, puisqu’il bloque tous les RTK.
 Il va donc bloquer angiogenèse, migration métastatique, prolifération… mais il va bloquer aussi tout ce qui va venir des récepteurs physiologiques. 

Ce peut être une piste mais ce n’est pas encore véritablement prouvé, ça reste une piste à essayer si on avait des systèmes sélectifs qui permettent d’être actifs sur les hétérodimères et pas sur les homodimères.

Donc la connaissance de ce mécanisme peut aboutir à des conséquences pratiques d’application. 

[image: image29.png]


Il existe d’autres RTK des domaines de l’immunité. C'est-à-dire que les RTK sont des récepteurs exprimés par les cellules de l’immunité. De façon générale par les lymphocytes T et B, mais en fait certains médicaments qui sont des Ac monoclonaux humanisés, utilisables par IV, et dirigés contre ce ERB2, vont permettre de moduler l’expression de ce système. 
Ce qu’il faut retenir c’est que les RTK n’ont donc pas que des actions métaboliques. 

Pour passer des progéniteurs myéloïdes à des érythrocytes intervient l’érythropoïétine (EPO) qui est une enzyme d’activation de la fabrication des GR qui a donc un rôle important, c’est une protéine de 165 acides aminés qui est normalement produite par le rein.

Un manque d’EPO peut créer une anémie et si on en a trop on augmente ses performances (cyclisme).
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Le récepteur à l’EPO fonctionne par le passage à travers un récepteur membranaire, qui est un RTK et qui a la particularité de plus passer véritablement par des tyrosines phosphorylées, mais par ce qu’on appelle des résidus JAK (Just Another Kinase).

Dans la grande famille des RTK on trouve d’autres récepteurs comme celui de l’EPO qui fonctionnent de la même façon : dimérisation et autophosphorylation.

Mais c’est plus véritablement les tyrosines qui sont phosphorylées, ce sont des molécules et qui permettront secondairement la phosphorylation.
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Ensuite le signal secondaire, c'est-à-dire la molécule qui suit pour la transformation s’appelle STAT.

C’est un activateur de transcription de la transduction du signal qui lui-même par des mécanismes de phosphorylations, de dimérisation, etc., joue le rôle d’un facteur de transcription et va donc moduler l’expression sur les cellules souches hématopoïétiques de la fabrication d’érythrocyte.

C’est donc un facteur de stimulation de la production d’érythrocytes, qui permet par la même occasion de voir ses 2 particularités avec JAK et STAT.
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JAK et STAT fonctionnent de la même façon, ils ont aussi des domaines kinases, des domaines SH2, des domaines qui permettent des interrelations : JH7, des homologies non plus avec le Sarcome de Rous mais avec Janus kinase qu’on retrouve dans d’autre grandes familles de protéines, ect.

II) LES RECEPTEURS TYROSINES PHOSPHATASES
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Au lieu d’avoir une activité tyrosine kinase c'est-à-dire phosphorylante, ça va être au contraire une activité déphosphorylante qui est phosphatase, elle va supprimer les branchements phosphates sur un certain nombre de protéine donc en fait les désactiver. 
Quand on emploie le terme d’activation ça veut dire aussi bien activation que désactivation. C'est-à-dire que l’activation d’un système peut passer par la désactivation de quelque chose, donc un signal extérieur peut tout à fait devenir stimulant s’il va entraîner une désactivation. (Ex : dans la rétine)

Ces RTP on les retrouves dans un certains nombres de cellules :

· Dans les cellules souches ;
· Dans des cellules hématologiques ou des cellules immunitaires. 

Puisqu’elles portent toutes CD 45.
III) LES RECEPTEURS A ACTIVITE GUANYLATE CYCLASE
Le récepteur guanylate cyclase va être capable de passer de GTP à GDP donc il va agir sur le système GTP/GDP au lieu d’agir sur des dé/phosphorylations.

Exemple : Le récepteur qui réagit au FNA, c’est une sorte d’hormone à la différence qu’elle n’est pas fabriquée par une glande endocrine puisqu’elle est fabriquée par le rein.

Mais elle agit essentiellement sur un récepteur qui est au niveau des oreillettes cardiaques, donc c’est pour ça qu’il s’appel le  Facteur Natriurétique Atrial.

Il va moduler en fonction de la pression qui se situe au niveau de l’oreillette cardiaque, essentiellement la diurèse et la concentration en sodium à l’intérieur des urines, soit la filtration rénale.

Donc il va modifier comme ça le volume plasmatique, il agit aussi sur la relaxation basé d’une dilatation au niveau des cellules musculaires lisses et les vaisseaux.

Autrement dit c’est un facteur qui va entraîner une diminution de la PA. 
En effet, son récepteur est capable de ressentir une hyperpression au niveau de l’oreillette, donc cette hyperpression traduit une augmentation de la tension artérielle, et va en retour corriger les facteurs qui contrôlent cette pression artérielle.

Le facteur ANF est composé de 28 acides aminés, alors qu’il est synthétisé sous forme d’une proANF qui a un nombre beaucoup plus importants d’acide aminés.

En fait il est sécrété quand il y a un étirement au niveau des fibres musculaires des oreillettes cardiaques.

[image: image34.png]



Il va agir par l’intermédiaire d’un récepteur au niveau rénal : le récepteur guanylate cyclase.

Il va faire passer le GTP en GMPc. 
Ce GMPc est le second messager, qui va agir sur une protéine kinase G et donc sur la phosphorylation de Sérine et de Thréonine mais sur des molécules à distance.

Ce qui est particulier sur ce récepteur guanylate cyclase c’est qu’il a deux propriétés :

· un domaine kinase véritable

· un domaine guanylate cyclase
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Cette diffusion se traduit par le fait que si on reprend la cellule, ce facteur va passer par l’intermédiaire du récepteur d’acétylcholine. Il modifie la concentration de calcium à l’intérieur de la cellule, mais ce récepteur guanylate cyclase va entraîner son apparition. 

Ici ce sont des cellules lisses représentées dans la paroi artériel qui sont sensibles à un certains nombres de choses, en particulier à l’azote qui va être libéré entraînant une action cellulaire de relaxation.

Ceci à permis à un trio d’avoir en 1998 un prix Nobel.

Si on synthétise tout ce que l’on a dit, je voudrai que vous gardiez à l’esprit qu’il y a ces deux types de récepteurs membranaires 

· les RCPG à 7 traversées membranaires 

· les récepteurs type tyrosine kinase à une traversée, avec dimérisation phosphorylation... 

En fait ils ont beaucoup de voies de signalisation qui sont des voies de communes.

Alors ils sont présentés souvent de façon très didactique comme un type de récepteur avec son propre ligand et sa propre expression. 
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Donc les systèmes à protéine G essentiellement passent par le système adénylate cyclase ou par les PLC et DAG avec IP3 et le système calmoduline. 

Alors que le RTK passe essentiellement par les adaptateurs protéiques avec l’activation des protéines RAS et puis la cascade des kinases mais aussi par le système des PLC  et de DAG et IP3 …
En fait le système kinase A est à peu près spécifique des récepteurs à 7 traversées.

Alors que la réponse par GAP Kinase les Kinase C sont des mécanismes de réponse croisés. De l’autre coté la protéine kinase III est plus un système spécifique du RTK. 

Ensuite si on regarde les mécanismes d’amont c’est toujours la même chose puisque sur la cellule on va jamais agir sur les deux choses mais soit sur la régulation d’expression des gènes soit sur les activités enzymatiques : les protéines cibles. 
Mais si vous voulez il y a quand même une zone « d’over lap » assez importante par l’intermédiaire des activations calcium ou par l’intermédiaire du DAG qui se retrouve dans les deux mécanismes. 

Dans cette signalisation cellulaire il y a à la fois des hormones (7 traversées membranaires du récepteur : Protéines G, PKA, Adenylate cyclase,.. ), des systèmes d’activation avec des facteurs de croissance (RTK,.. ), des facteurs de survie (RTK..).

On a parlé des œstrogènes et donc directement des récepteurs intra cellulaire cycliques.

Ce qui va nous manquer (on verra la prochaine fois) c’est des récepteurs liés directement au cytosquelette ou aux interactions cellulaires (les cadhérines, les intégrines, les cytokines,..) 

Le premier grand type de complication que l’on peut trouver à l’intérieur des cellules c’est le récepteur intra cellulaire, le récepteur nucléaire avec ses propriétés.

Le deuxième c’est les récepteurs membranaires avec les deux types à 7 traversées et 1 traversée c'est-à-dire les RCGP et les RTK.

Et le troisième grand type c’est les récepteurs cytosquelettiques  (on verra la prochaine fois) qui sont ces récepteurs qui passent par les structures d’adhésion ou de migration des cellules qui ont été décrites initialement comme des facteurs passif, structuraux d’adhésion cellulaire et qui en fait on aussi un rôle très important à jouer dans la signalisation, dans ces contacts qui ne sont pas que des contacts passifs mais aussi pendant lesquels se transmettent des signaux.

L’examen final : épreuve rédactionnelle !!

On doit avoir compris les mécanismes généraux et ne pas se contenter du contenu des diapos.
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