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Communication au sein de I’organisme : comment ?

Principes généraux de lacommunication cellulaire

Les cellules doivent communiquer entre elles afin de pouvoir
proliférer, se differencier, migrer et conserver un état

fonctionnel

La communication cellule-cellule permet la mise en place de
fonctions coordonnées entre cellules et/ou entre les tissus,

jusqu'au niveau de l'organisme

Les objectifs des voies de signalisation sont d'informer les

cellules :
« de ce qu'elles sont,
* ou elles sont,
« de ce qu'elles doivent faire



Communication au sein de I’organisme : comment ?

Principes généraux de lacommunication cellulaire

Les cellules communiquent :
Jonctions intercellulaires communicantes (de type gap) =
échanges inter-cytoplasmiques (petites molécules; signaux électriques)
Molécules d’adhésion a la surface des cellules &
contacts / interactions directs avec I’extérieur
Sécrétion de signaux chimiques =
communication a distance, mise en jeu de récepteurs cellulaires

i

différents types de signaux chimiques impliqueés :

molécules hydrosolubles (peptides, protéines...)
molécules hydrophobes (stéroides,...)
radicaux libres



Principes géenéraux de la communication au sein de I’organisme

Principes généraux de lacommunication cellulaire

Deux types de récepteurs :
Membranaires
Nucléaires

Récepteurs membranaires
Caracteéristigues des molecules de signalisation extracellulaire
Trois grandes classes de protéines récepteurs membranaires:

e recepteurs associés a un canal ionique

* recepteurs associes aux proteines G

* recepteurs associés a une activite enzymatique intrinseque
ou non



Communication au sein de I’organisme : comment ?

Principes généraux de lacommunication cellulaire

Récepteurs membranaires

L'essentiel des récepteurs membranaires actives relayent des
signaux via de petites molécules (effecteurs secondaires) et un
reseau de protéines de signalisation intracellulaire

La formation de complexes de signalisation intracellulaires
favorise la vitesse, I'efficacite et la spécificité de laréponse

Les interactions entre les protéines de signalisation
Intracellulaires sont médiées par des domaines de liaison
spécifiques

Les cellules sont capables d'ajuster leur sensibilité a un signal



Communication au sein de I’organisme : comment ?

Principes généraux de lacommunication cellulaire

| es différentes formes de communications :
Autocrine

Paracrine
Endocrine
Juxtacrine

Le devenir d’une cellule dépend de I'intégration de différents signaux

. ]

Le réseau de traduction cellulaire



Communication directes entre cellules

Les cellules communiquent :

Plasma membranes

Les cellules peuvent communiquer par
la mise en place de contacts directs via
le deéveloppement de jonctions
intercellulaires communicantes

Des substances solubles dans le

: : Gap junctions Plasmodesmata
cytosol transitent librement entre les i ol o o Bl 8
cellules adjacentes (a) Cell junctions

Les cellules peuvent egalement
communiquer entre elles via la mise
en place d'interactions directes entre
des éléments présents a la surface de
la membrane plasmatique (b) Cell-cell recognition
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Communication autocrine (retour de la molecule signal sur la cellule sécrétrice)

T~ récepteur autocrine
Q
Q Q
000
Q
Régulateurs locaux qui diffusent Q
dans le milieu extracellulaire 9

(prostaglandines, cytokines...)

Cellule Cellule
Seécreétrice cible
vésicules de
sécrétion
/ o)
00 o0 o © o
Q
@ Q O
Régulateurs locaux qui diffusent \

dans le milieu extracellulaire

(prostaglandines, cytokines...) recepteur paracrine



Communication endocrine (entre tissus éloignés)

Cellule

endocrine ]
récepteur

@ Cellule

c“pe

neurone Cellule cible

synapse



Communication endocrine / juxtacrine

Les sighaux endocrines sont systématiquement transmis via la circulation sanguine

cellules | | ‘> 9
endocrines B

Hormones

@
- 7
- cellules
* o o cibles
. V
® ?‘ c | -
récepteur

Les signaux synaptiques sont libérés uniquement
dans lazone de la synapse

C ‘ +«<—— neurone

A B
‘ | +«— axone
| neurotransmetteur
“. o\? \0( 0/
.'V o
| B J/A\| €
A Py \=d
G | FE I Cellule cible
D & A LB
synapse

Molecular Biology of the Cell,



Transduction du signal

Trois niveaux

External signal }

Emission
signal

Radio waves

: ) Reception signal :
I Receptor :
: l !
: Transducer \ Transduction du signal ;
T ,
: ATpatier ) Spécificité / amplification :
|

Response

. } F [Ef P Reponse



Communication dans I’organisme : comment ?

Modification de I’environnement, besoin

]

enregistrement

l

départ signal (SNC)

]

reponse primaire
organe 1 =» sécretion mediateur

]

reponse secondaire
organe 2 =» activation enzyme
(signalisation intracellulaire)



Transduction du signal

EXTRACELLULAR CYTOPLASM
FLUID
Plasma membrane
€) Reception @ Transduction €) Response
Receptor
" Activation
) —> —> —> of cellular
/ response
Relay molecules in a signal transduction
a pathway
Signal

molecule
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ligand récepteur réponse : activation ou
membranaire inhibition d’enzymes




Transduction du signal

molécule signal extracellulaire

@\

Récepteur protéique

A

- Protéines de signalisation intracellulaire

Opb-0-0C

RN

Q @==0) «— Protéines cibles

Enzyme du Facteurs de Protéines du
métabolisme transcription cytosquelette
Métabolisme Expression Altération de la forme
altéré génique altérée ou des mouvements de
la cellule

Molecular Biology of the Cell,



Réponse des cellules aux signaux

Signal
intracellulaire

l

Différenciation / \ Prolifération

Apoptose Effet
biologique



Réponse des cellules aux signaux

Chaque cellule est programmée pour repondre a des associations
specifiques de molécules signaux extracellulaires

= C == survie =P
_".\\\\
X = division (
S
D
,,g\\
- differenciation
2 T \G
F

- mort ) apoptose

Molecular Biology of the Cell,



Réponse des cellules aux signaux

Des complexes de signalisation peuvent étre pre-assembleés
pour induire une réponse plus rapide et plus spécifique

récepteur (inactivé)\\/
| I

Protéine ancrage ‘ PS-2 (inactive)
_

‘ PS-3 (inactive)

Ligand
/ (effecteur laire)

(&)

A 4

recepteur (activé)
|

@
I\

PS-1 (inactive) *
‘ PS-2 (active)

\

~J

PS-1 (active)

\;

PS-3 (active)

N

Réponse biologique

PS : Protéine Signalisation Adapté de Molecular Biology of the Cell,



Transduction du signal

Des complexes de signalisation peuvent étre assemblés une
fois le ligand fixé pour induire une réponse plus rapide et plus
spécifique

Ligand
/ (effecteur laire)

récepteur (inactivé) \ / ’ \ récepteur (activé)
| | |
PS-1 (active) — bb —_—

PS-2 (active)—

0 PS-3 (active) — D
O PS-1

PS-3

Q PS-2 \

PS inactives Réponse biologique

y v

PS : Protéine Signalisation Adapté de Molecular Biology of the Cell,



Transduction du signal

Les voies de signalisation intracellulaire permettent la transmission d'un signal
extracellulaire jusqu'au noyau

ligand (effecteur 12re)

N\ récepteur (activé)
—

MP

Protéines signalisation relais

permettent la transduction du signal (message) protéineancrage AN w«

N _ / protéines signalisation
Protéines adaptatrices protéine bifurcation
participent a la transduction du signal /
spécificité / amplification

Amplificateurs

C— protéine adaptatrice

amplifient le signal (1 information /multiples REN

. . H t’ t g O L
activations) megratetl 1
Proteines de l_olfurcatlon, (carrefour) modulateur ‘~
propagent un signal d'entrée vers d'autres \@_.
voies de signalisation
Intégrateurs protéine activée —» X\ X

acceptent plusieurs signaux d'entrée pour
générer un signal conditionnel de sortie

Modulateurs
réegulent (+/- I'intensité du signal)

%

FT. facteur transcription / SRE: Sighal Response Element



Transduction du signal

De nombreuses protéines de signalisation possedent / partagent des

domaines d'interaction communs
Ligand

récepteur

~—__ domaine kinase

\ <+— protéine adaptatrice
domaine kinase

PH : Pleckstrin homology

Réponse b|Olog|que PTB : PhosphoTyrosine Binding
SH, : Src Homology 2

PI-P; :phosphatidyl inositol 3-P
SH; @ Src Homology 3

PPP : motif riche en P



Cascade de phosphorylations

Signal molecule

Receptor

Inactive \
proteln kina

Activated relay
molecule

//A/c;t‘i\\rx
«’ protein

mase

/

\ ADP £ ACtIVN@
——— “ . r’ protein

________ kmase /‘
/ Inacti ’_m
protem kmaset
ADP Vi “Active
\,,7, Yo / protein
; g T kmase /'

Inactm
t
protein *% 405 ®

e Active Cellular
» @By ----__-- protein response
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Communication dans I’organisme : comment ?

reponse primaire
organe 1 : secrétion médiateur =» hormone; F de croissance

reponse secondaire
organe 2 : activation / induction d’enzymes

Activation / induction enzymatique

Activation

- augmentation de I’activité
* changement
* phosphorylation

Signalisation cytoplasmique

Induction

- augmentation de la quantité
d’enzyme

* Modification de I’expression de
genes

Signalisation nucléaire




Communication dans I’organisme : comment ?

@ signal extracellulaire, molécule ligand

Rapidité de la Réponse ﬁ

voies de signalisation recepteur surface

intracellulaire

A
DNA !
Raplde modifications RNA , lent
(<sec ou min) fonction ' (min, heures)
protéines » l
\ expression de genes

N

modifications machinerie cytoplasmique

3

Modifications devenir cellule



Communication dans I’organisme : comment ?

Repas map Apport en glucose

[Appareil endocrine} Jelne

!

Signal primaire =» hormone(s)

recepteur(s)

m PRI VUM RERE SR UYL am i

Activation Transduction du signal Induction
kinase(s), phosphatase(s) Facteur(s) de transcription
Activation enzymatique Induction expression gene,

(GS) |/ (GP) synthése protéique (PEPCK)



Communication dans I’organisme : comment ?

Protéines Kinases / Phosphatases

O
Kinase
proteéine—OH + ATP - > protéine—Q—P—0O  + ADP
Phosphatase |
O
Réversibilité du signal La reversibilité contribue a la

dynamique cellulaire

Les réponses auront tendance a se maintenir, voire s'amplifier
aussi longtemps gue la signalisation est maintenue



Communication dans I’organisme : comment ?

Activation Fole

Glycogene synthase
Glucose = ~ Glycogene
Glycogene phosphorylase

s ® GP |

GP

GS

Inactive \ / Inactive \
PP1 PKA PKA PP1
GSactive GI:)active

GS : Glycogene synthase GP : Glycogene phosphorylase



REGULATION DE LA GLYCOGENOLYSE

PP1 active .
Synthese de

H,0 Pi
(o507 o @ dhcosene

C':'Sinactive C':'Sactive
GI:)active
(— o
Pi
i M i PP1 active
GPinactive \ I:)hKinactive

Inhibition de la glycogénolyse

GS : Glycogene Synthase PhK : Phosphorylase Kinase GP : Glycogéne Phosphorylase



Communication dans I’organisme : comment ?

Exemple néoglucogenese

Induction  Negglucogenese

|

Signal
intracellulaire

pyruvate A

Oxaloacétate

GTP
PEPCK
GDP

Co,

PEP

A 4

Gene PEPCK

\ 4

Glucose - ..
4 quantité protéine

PEPCK

Maintien glycémie (fonction cérébrale)
PEPCK : PEPCarboxyKinase



LES HORMONES

Introduction

Le systeme endocrinien constitue un des deux grands systemes de
communication de organisme

Réle essentiel lors du developpement, pour la réalisation de certaines
grandes fonctions physiologique et de ’lhoméostasie (maintien constant du
milieu intérieur)

Le systeme endocrinien se compose :

- d’organes seécréteur : les glandes endocrines, qui synthétisent et

liberent des hormones dans I'organisme

 Des cellules et organes sensibles aux hormones =» des cellules ou des
organes cibles

Les hormones sont des messagers chimiques veéhiculés par le sang
jusqu’aux cellules cibles sur lesquelles elles agiront



LES HORMONES

Le systeme endocrinien fait intervenir plusieurs dizaines d’hormones
différentes.

La sécrétion d’Ho peut étre déclenchée par des stimulations produites par :

» des influx nerveux
» des variations homéostatiques (concentration en ions, en nutriments...)

» des variations environnementales (stress)

 d’autres hormones

Les hormones se répartissent en 3 groupes en fonction :

» de leurs natures biochimiques

 de leurs mécanismes d’action



Les hormones peptidiques

LES HORMONES

Petites protéines synthétisées par les ribosomes puis empaquetées par
I’appareil de Golgi dans des veésicules sécretoires (permettent aux
hormones de franchir la bicouche lipidique de la membrane plasmique)

Une fois sécrétées dans le sang, les Ho
peptidiques circulent librement

Elles agissent sur les cellules cibles par
I'intermédiaire de récepteurs protéiques
(Re) traversant la membrane plasmique
des cellules cibles

Les récepteurs sont specifigues pour une
hormone donnée mais une hormone peut
avoir plusieurs types de reécepteurs
membranaires

Receptor —a

Blood capillary
Rp—

e

@ Binding of hormone (first messenger)
hormone \ an 10 its receptors activates G proteins,
® W which activate adenylate cyclase

Adenylate cyclase

Second messenger

G protein / -
M Pc € Activated adenylate
~ cyclase converts

NG  ATPtocAMP
Protein kinases N
-~ X Phosphodiesterase
&) cAMP servesasa  aAniivated  eventually
second messenger  nrotain inactivates CAMP
to activate protein  Linases

kinases
) Activated protein
Ezymet kinases phosphor-
ylate other enzymes
ADP

(Enzyme 1- P

C’ phosphorylated
enzymes catalyze reactions that
produce physiological responses



LES HORMONES

Les hormones stéroidiennes

Dérivent de lipides, synthétisés dans le cytosol a partir du cholestérol

peuvent facilement entrer dans les cellules par diffusion simple a travers la
membrane plasmatique

PROBLEME : comment se déplacent-elles dans le flux sanguin, milieu
hydrophile?
REPONSE : Elles se déplacent complexées a des protéines transporteur

Une fois proche du tissu cible, elle se dissocient de la protéine transporteur
entrent dans une cellule cible et induisent un effet ou une réponse cellulaire

speécifique

Cholestérol Cortisol
OH

HO O



LES HORMONES

Les hormones stéroidiennes
= Le complexe stéroide-proteine est

ﬁ-——\?__’ inactif, seule ’hormone stéroide libre
___HS libre qui diffuse possede une action endocrine

Protéine de

" dans cellule

ranspen J =>La proteine de transport ne libere
ggﬂpsleqx; . - | Nuclols I’hormone stéroide (HS) qu’au niveau
(ranx(;)drgisesrion B ;;'r‘_t\;” : Recepicy des capillaires sanguins qui irriguent
génes **«T\,_ DNA les organes cibles
Cytosol —— / Lo = Une fois libére, HS traverse la paroi
f/ du capillaire.
o Au contact de leurs cellules cibles

Nouvelle protéine/ les stéroides franchissent la

o s iy membrane plasmique et interagissent
_ avec des Reécepteurs intracellulaires
Cellule cible (RE) afin de modifier I'expression

génique de la cellule cible



Cellule Cellule

i Cellule -
Cible B
endocrine Cible A

Sang

@ Cellule
Cellule Insensibles

endocrine (Re absent)

@® Ho hydrophobe ﬁ Re membranaire

© Ho hydrophile ﬁ Re cellulaire

> Protéine de transport - Effet Biologique Induit



LES HORMONES

Les hormones monoaminées

Dérivent presque toutes d’un acide aminé la tyrosine
=» Adrénaline, noradrénaline, dopamine et mélatonine (tryptophane)

Ces hormones amineées circulent librement dans le sang et agissent sur
les cellules cibles par I'intermédiaire de récepteurs spécifiques

Certaines d’entre elles (NA et DA) existent aussi dans le systeme nerveux
ou elles fonctionnent comme neurotransmetteur



LES HORMONES

Les hormones monoaminées
Dérivent presque toutes d’un acide aminé la tyrosine

Autre sous-groupe d’hormones monoaminées :
Les hormones thyroidiennes. La triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4)

> Elles contiennent des atomes d’iode

> Elles sont liees a des protéines plasmatiques pendant leur
transport sanguin (ce qui les inactives transitoirement)

» Elles agissent sur des Re intracellulaires et modifient
I’expression des genes comme le font les stéroides

triiodothyronine (T3) thyroxine (T4)
|

Hi . i |
'-.l:l -

oM




LA TRANSDUCTION DU SIGNAL

Les étapes essentielles

Une cellule ciblée par un signal chimique particulier doit
posséder une proteine récepteur qui reconnait spécifiguement
la molécule signal

EXTRACELLULAR CYTOPLASM
FLUID

@ Reception © Transduction € Response
Receptor

Activation
- ° - -—)pa—)- of cellular
/V responses

Signal-transduction pathway

Signal
molecule

Plasma membrane




LA TRANSDUCTION DU SIGNAL

Les étapes essentielles

Laréponse d'une cellule donnée a un signal déepend de la
nature et du type des protéines qu'elle possede

Relay / \ ‘ Activation
molecules a a a or inhibition
y b ) |

Response 1 Response 2 Response 3 Response 4 Response 5

-~—

S, Q Q Q !
o= 0 —4
e ' ' } V
O @ 9 ®
<

Cell A. Pathway leads Cell B. Pathway branches, Cell C. Cross-talk occurs Cell D. Receptor is different
to a single response leading to two responses between two pathways from the ones in cells A-C



LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES



Récepteurs : genéralités

Récepteurs

e Molécules spécialisée dans la reconnaissance de signaux
e Peuvent étre a l'intérieur ou a l'extérieur de la cellule

e Sont speécifiqgues d'un signal =» ne reconnaissent que le signal pour
lesquels ils sont présents

e L'énergie du signal (impulsion) ou la liaison du ligand modifie la structure
du récepteur

Ligands
* Substances qui s'associent aux réecepteurs avec une affinité élevee

e L'interaction ligand-récepteur est a la base de laréponse biologique
 Leligand peut étre

 Endogéne ou exogene

e agoniste = réponse biologiqgue du méme type que le ligand endogene

e antagoniste = s'associe au récepteur et bloque laréponse biologique



Récepteurs : géenéralités

Pour qu'une protéine soit un récepteur
e Doit avoir obligatoirement un ligand endogene
e Doit s'associer a ce ligand avec grande affinité

e Doit pouvoir discriminer entre le ligand biologiguement actif et d'autres
molécules similaires (notion de specificité)

e L'interaction ligand - récepteur doit étre a la base de la réponse
biologique

Toutes ces conditions doivent étre remplies !!!

Définition d'un récepteur
Molécules localisées soit a l'intérieur ou soit a la surface des cellules
cibles. L'association, avec haute affinité et spécificite, de cette molécule a

une substance endogene a l'organisme, est a la base d'une eétape
essentielle dans la modification de la fonction cellulaire



Récepteurs : genéralités

Ligand (hormone)

Récepteur K Message primaire

l

Mess_age Sec,ondalre Réponses
(petites molécules) biologiques

(phosphorylatlons)\ /

__ —Enzymes

expression
des genes




Spécificite - affinité des récepteurs
Récepteurs hormones polypeptidigues = protéines membranaires

liaison
totale

liaison

spécifique (RH)

liaison non-
spécifique

Ligand lié
(molécules/cellule)

0 20 40 60 80 100 nM .
[Ligand]

R + H <= RH Liaisons hormones-récepteurs

Interactions de faibles énergie réversible (ioniques, hydrophobes)

Liaison non spécifique avec lipides et autres protéines de la membrane plasmique



Spécificite - affinité des récepteurs

Représentation en double inverse

R +H = RH
R, =R + RH i
_ T 1 1 Kd
— } = [RHl = T Kain > RAI - R T RIA
Kd = l_lLl[RH]

1/RH (M)

| | | |
1/H (M)




4 grands types de récepteurs

Les récepteurs ionotropiques Les réecepteurs couples
a des tyrosine kinases

ﬁ }osine kinases

lons ! cascade de
I phosphorylations

v

-

U



4 grands types de récepteurs

Les récepteurs a activité Les récepteurs couplés
enzymatique intrinseque aux protéines G
4 v
i, Autophosphorylation Protéines G trimériques
[ — N
cascade de .I
phosphorylations J ¥~ second messager

- O



4 grands types de récepteurs

Les recepteurs ionotropiques

Ligand @  Ligand
binding-site
lon

Exterior & -
1 —
I

Cytosol il : Receptor
protein

La molécule est a la fois un récepteur pour un ligand et un canal ionique

La liaison du ligand modifie la confirmation du récepteur =» des ions traversent
speécifiguement la membrane. Ce mouvement d'ions modifie le potentiel électrique
de part et d'autre de la membrane plasmatique

Ligands qui utilisent ce type de récepteurs :
Histamine / Sérotonine ; acétylcholine
Systemes associés aux notions de chaleur et froid

Systemes associés aux déformations mécaniques de la membrane



LES RECEPTEURS COUPLES A DES
TYROSINE KINASES

Les recepteurs aux cytokines



RECEPTEURS COUPLES A DES TYROSINE KINASES

Structure des récepteurs (récepteur GH, PRL, EPO, la leptine...)

Protéines monocaténaires = un seul segment transmembranaire
Le domaine extracellulaire = le site de liaison spécifique a I’lhormone
Le domaine intracellulaire

= ne présente pas activité catalytique

= peut interagir directement avec des Protéines Kinases
cytoplasmiques

=» active ces Protéines Kinases %

@ | i i
gand pas intervention de second
messager intracellulaire
i o
ADP

ADP
< RE L B ¢ \
= PP ATP Protéine substrat
/ . phosphorylée

Protéines Y-kinases
(inactives) Protéine substrat

—

b




LES RECEPTEURS AUX CYTOKINES

STRUCTURE AU REPOS

Protéines monocaténaires =» un seul segment transmembranaire
Le domaine extracellulaire =» le site de liaison spécifique a ’hormone

FIXATION / ACTIVATION

la llaison de Ho = homodimérisation du Re

Homodimérisation = changement de conformation du Re = Fixation
de JAK, protéine tyrosine-kinase, sur chacun des deux domaines
intracellulaires de ’homodimere

Q Phosphorylation

phosphorylation réciproque des
deux molécules de JAK = JAK-P
activées

JAK: Janus kinase



LES RECEPTEURS AUX CYTOKINES

ACTIVATION / PHOSPHORYLATION

Target-Gene

JAK-P va phosphoryler sur Y :
* larégion C, du domaine
intracellulaire du récepteur

* |e facteur de transcription STAT

STAT, se lie au Re au niveau de YP
phosphorylées par JAK-P, puis
sera lui-méme phosphorylé et
active par JAK-P

STAT phosphorylée sur certaines Y va

se diméeriser

=» translocation dans le noyau

= stimulation spécifique de la
transcription de genes

STAT: Signal Transducer
and Activator of Transduction



LES RECEPTEURS A ACTIVITE KINASE



Les récepteurs a activite tyrosine-kinase

Domaine extracellulaire :
lie le médiateur

Domaine transmembranaire
hélice a

Domaine intracellulaire
activité tyrosine kinase
interaction avec des "adaptateurs"

Activation de
Ser/Thr kinases



Mise en évidence de l'activité d'un récepteur

a activité tyrosine kinase

Incubation des
cellules avec 32P

l

Immunoprécipitation du
recepteur a l'insuline

1

autoradiographie

PM

200 kDa

97 kDa

Chaine B
récepteur
insuline

69 kDa

- ---‘

1011 1019 10° 10® 107
Insuline (M)




Exemples de récepteurs a activité tyrosine-kinase

EGE PDGF
. platelet derived
(epidermal growth factor) Insuline (growth factor) FGF
(fibroblast
l growth factor)
Domaines
riches en :
cystéine domaines
immuno-
globuline-
like
SS ss SS

liaison du ligand —— dimérisation (sauf récepteur a l'insuline)
dimeérisation —— transphophorylation (coté cytoplasmique)

Seules certaines tyrosines entourees de résidus acides sont phosphorylées



Récepteurs a activite tyrosine-kinase

Les tyrosines phosphorylées servent de point d'ancrage pour des
protéines possedant un ou plusieurs domaine(s) SH2

Ligand (effecteur laire)

e

récepteur (activé)

PS-2 ¢ PSactives

PS : Protéine Signalisation Adapté de Molecular Biology of the Cell,



Ras activee permet l'activation par phosphorylation de S/T kinases
Incluant les MAP-kinases

Ligand (effecteur laire)

adaptateur

Récepteurs a activite tyrosine-kinase

Ras inactive

Ras active

Dy —
\\

INACTIVE

\\/,
! /I\\

ACTIVE

N\

V4

GTP

transmission en aval
du signal vers des
voies de signalisation
multiples



Cascade de phosphorylations

Signal molecule

Receptor

Inactive \
proteln kina

Activated relay
molecule

//A/c;t‘i\\rx
«’ protein

mase

/

\ ADP £ ACtIVN@
——— “ . r’ protein

________ kmase /‘
/ Inacti ’_m
protem kmaset
ADP Vi “Active
\,,7, Yo / protein
; g T kmase /'

Inactm
t
protein *% 405 ®

e Active Cellular
» @By ----__-- protein response
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Récepteur a activité tyrosine kinase : Récepteur insuline

Fonctions métaboliques :
Insuline

Muscle strié Adipocyte Hépatocyte
Transport du glucose Transport du glucose Production de
Glycogenese Lipogenese (synthese TG) Glucose

Autres fonctions :

Croissance cellulaire, apoptose, expression de géenes, synthese protéique



LES DOMAINES D’INTERACTIONS

INSULINE

IRS



VOIES DE SIGNALISATION DE L’'INSULINE

308w‘ e 573
\./4

@ \ \ Transport de

\ glucose
Différenciation Synthese Survie
Croissance cellulaire glycogene cellulaire

Programme mitogénique Programme métabolique



Glucose IR
Transport ()

.....................................................................................................................................................................

v&<1-Sdl

C

mTorc2 PDK1 — PFK2

\ /

S

N

métabolisme Proliféeration
Glucidique et Lipidique Différenciation



LES RECEPTEURS A 7 DOMAINES
TRANSMEMBRANAIRES

Les récepteurs couplés aux protéines G



Récepteurs couplées aux protéines G (RCPG)

Une majorité d’Ho se lient a des recepteurs protéiques complexes
traversant la membrane plasmique a sept reprises =» récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG)

Apres liaison de Ho = Re interagissent avec divers composants
membranaires conduisant a la biosynthese de un ou plusieurs 2nds
messagers intracellulaires

Ces 2nd messagers activent a leur tour des proteines kinases spécifiques

Structure génerale

Les RCPG constituent une grande famille de protéines. lls jouent un role
essentiel chez tous les étres vivants :

« pour les diverses perceptions sensorielles (odeurs, lumiere, godt, ions)

e pour laliaison d'hormones



Structure des recepteurs couplés aux proteines G

Ligands

- Sérotonine
- Catécholamines
- Prostaglandines

?mm - Glucagon

- ACTH
ancrage - PTH
lipidique

COO-

Phosphorylations

Protéines G

> 1 seule chaine polypeptidique / 7 segments transmembranaires / 7 hélices a
> N-ter extracellulaire =» site de fixation du ligand

» C-ter intracellulaire =» sites de phosphorylation + ancrage a la membrane
» 3eme boucle intracellulaire = couplage avec protéine G



| es autres Iintervenants



Les protéines G

2 types de Protéines G

PG monomeériques (petites pGs) : Tres nombreuses ; interviennent dans la
regulation du CC, du réarrangement du CS, trafic cellulaire de vésicules
membranaires; contréle synthese protéine

Protéines G hétérotrimeériques : sous membranaires, coté cytoplasmique,
iImpliquées dans la transduction du message hormonal

Les trois sous unités OLB’y sont associées entre elles de maniere non
covalente

Les protéines G sont des
interrupteurs moléculaires des
voies de signalisation dont les
états actifs / inactifs dépendent de
la liaison du GTP

RCPG Protéine G



Les protéines G

Chaine a (as)

- Membranaire 39 a 46 kDa

- Fixation et hydrolyse du GTP

- Liaison au récepteur

- Liaison aux effecteurs (adénylate cyclase...)
- Liaison aux chaines B et y

e N\
Chaine B Chaine y

37 kDa 8 kDa, membranaire




Les protéines G

Grande variété de protéines G - grande diversité d’interactions avec les
différents RCPG

Cette grande diversité est surtout due aux sous unités a

Les protéines G ne sont pas transmembranaires mais sont positionnées
sous la membrane plasmique par I'intermédiaire de chaines lipidiques sur
la sous unitéy

Exemples : Adrénaline, TRH, glucagon, LH

RCPG Protéine G



Diversité des protéines Ga

Effecteur primaire Second Effecteurs Effets biologiques
messager secondaires

AC (activation) AMPc PKA Phosphorylations 1
Gai AC (inhibition) Phosphorylations ‘
Gaq PLCP (activation) IP3 Ouverture canaux Activation PKC 1
Ca** duRE phosphorylations
Gaq PLCP (activation) DAG Activation PKC Phosphorylations 1
Ca**/dépendantes Activation PKC

AC : Adénylate cyclase PLCPB : Phospholipase CB



Protéines de signalisation

Protéines G : implications médicales

CHOLERA
Inhibition de IPactivité GTPasique de as = augmentation [AMPc] = diarrhées

par inversion des transports d’eau et de chlore

COQUELUCHE

Pas de fixation de ai au récepteur =» augmentation [AMPc] =» sécrétion massive
de liquide responsable de la toux

MUTATIONS DES SOUS-UNITES a
Mutations de as = tumeurs de I'hypophyse

Mutations de ai =» tumeurs ovariennes / tumeurs cortico surrénaliennes



Les protéines G

Protéines G
Activation =» passe par un échange du GDP en GTP

Echange stimulé par le GEF (Guanosine nucléotide Exchange Factor)
Inactivation =» passe par I’hydrolyse du GTP en GDP
Hydrolyse favorisée par le GAP (GTPase activating protein)

o A S S S A S A A A S A A S A e A A S A A A S D e o O o O O o o IO oo ot oootcoooeee
A
J

.........
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Rho-GDP Rho-GTP > E

- (iho GDP (GAP)

Pi

Réponse
biologique



Les messagers secondaires

Définition
Petites molécules qui transduisent les signaux a lI'intérieur de la cellule

Modulation
La concentration: une augmentation ou diminution suffit a transmettre le

signal de la source a la cible
La vitesse ou la fréeguence de fluctuation

Diversité chimique

- Lipides hydrophobes confinés aux bicouches membranaires (DAG / PiP3)
- lon inorganique (Ca?%")

- Nucleotides (AMPc, GMPc)

- Gaz (NO)



Les messagers secondaires

Ces messagers sont produits en reponse a l'activation de RCPGs et RTKs

AMPc

La stimulation des RCPGs entraine l'activation de |'adenylyl cyclase et la
synthese d'un second messenger = AMPc
* N'est pas directement produit par les voies impliquant des RTKs

« active spécifiqguement les Protéines Kinases AMPc-dépendantes (CAMP-
dependent protein kinases)

AMPc = est a la base d'une grande variété de réponses biologiques dépendantes
du type de cellule, de I'activation des PKAs et autres kinases en aval

« dans les adipocytes, AMPc active une PKA qui stimule la production d'acides gras

« dans les cellules ovariennes une PKA, en réponse a I'AMPc, induit une augmentation
de la synthése d'cestrogéne
AMPc = ala base d'un systeme d'amplification du signal extracellulaire

Une molécule d'adrénaline en se fixant sur son récepteur = entraine la synthéese
de plusieurs molécules d'AMPc qui pourront activer et amplifier plusieurs PKAs



Les messagers secondaires

Ces messagers sont produits en reponse a l'activation de RCPGs et RTKs

Autres messagers

IP3 et DAG

Produits de déegradation du lipide phosphatidyl inositol (Pl) en réponse a
I'activation de recepteurs de type RCPG et RTK

Calcium

® Conséquence d'une augmentation intracellulaire d'IP3

@ La fixation IP3 sur son récepteur de la membrane du RE = ouverture des
canaux calciques = libération de calcium dans le cytosol

® Une hausse de la concentration de calcium dans le cytosol :
» est ala base de la sécrétion de l'insuline dans les cellules B du pancréas

 est alabase de la contraction des cellules musculaires

® De nombreuses études ont montrer l'association du calcium a la
calmoduline et I'effet de ce complexe sur I'expression genique



Activation des Proteines G (Gs) : premiere étape

;;;;;;;;;;;;;;;;
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Adénylate
cyclase

Liaison du ligand
. 2- Changement de conformation du récepteur
3- Diffusion protéine Gs

protéine G
4- Association Gs au complexe récepteur-ligand

5- Diminution de I'affinité de OLS pour le GDP

y ! Sous unité a est associee aun GDP
7= o MBI 7 o o o o o o W association Ho-Re avec protéine G :
‘mﬁlt‘ﬂ ﬂ p + affaiblit considérablement Ka du
ey - ot GDP pour la sous unité a.
A ' « augmente la valeur de Kadu GTP

cyclase " .,
pour cette meme sous unite.




Activation des Proteines G (Gs) : deuxieme étape

Echange du GDP en GTP sur le

,,,,,,,,,,,,, ;;;,;,;,;.;w.u'.'.u; ~ site de la sous unité o
l & \Y*mﬁmmm‘m'l"[“ﬂ“ “m ‘}m = entraine la désagrégation de
J9C < I'ensemble en trois entités:

* la sous-unité a,
« I'hétérodimere By
* le complexe Ho-Re

Adénylate
cyclase

1- Diminution de l'affinité de as pour le GDP
2- Remplacement du GDP par le GTP sur as
GDP 3- Dissociation de as et de Bly

##i##i###i

m\\m 0 T

Y XELEXYX




Activation des Protéines G (Gs):

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
JJJJJJJJJJJ

cyclase

1- Libération du ligand
/ 2- Changement conformation et
. désensibilisation du récepteur
3- Couplage de as a l'adénylate cyclase
v et activation de l'adénylate cyclase

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
JJJJJJJJJJJ

Adénylate
cyclase

troisieme étape

o-GTP = une molécule-clé de la
transduction

Elle interagit avec effecteur
membranaire responsable de la
synthese du (ou des) second(s)
messager(s) intracellulaire(s)

Les effecteurs sont :

adénylate cyclase
phospholipase C



Activation des Proteines G (Gs) : quatrieme étape

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
----------------------------------

ATP
AMPc

1- Activation de I'activité GTPase de as

2- reassociation de as a pBly

3- Retour a l'état initial




Adenylate Cyclase 22 APMc = PKA

AMPc = second messager de I'action de trées nombreuses hormones

Effecteur impliqué = adénylate cyclase :
12 segments transmembranaires
2 domaines cytoplasmiques catalytiques

L’adénylate cyclase catalyse la réaction ATP AMPc + PPi

L’adénylate cyclase est activée par la sous unité Ols-GTP provenant de
I’activation d’'un RCPG par son Ho spécifique

Dans certains cas, fixation ligand entraine une inhibition de l'activité de
I’adénylate cyclase

Dans ces cas, la pG impliguée est une
proteine Gi dont la sous unité di
lite au GTP (OLi-GTP) inhibe l'activité
de 'adénylate cyclase




Adenylate Cyclase 2*APMc =PKA

La concentration intracellulaire de FAMPc est controlée :
e au niveau de sa synthese par I'adenylate cyclase (AC)
* niveau de sa dégradation en 5’AMP par une phosphodiestérase (PDE)

PDE sont extrémement actives = la [AMPc] naugmente que si :
vitesse de synthese par AC >> vitesse de dégradation par PDE

La [AMPc] intracellulaire est corrélee aux variations de [HO]
extracellulaire. L’AMPc disparait lorsque Ho ne stimule plus I'activité de
I’adénylate cyclase

Des inhibiteurs des PDE (cafeine) potentialisent I'action des Ho via le
ralentissement de la dégradation de ’AMPc



L'AMP cycliste

o (o) o

O—p—6—P—0 —P

(o & i (o
Adénylate cyclase l””z
T
|
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N
P
HO—p—0—p—0' AMP
o O ¢
Pyrophosphate




Dégradation de I'AMP cyclique

AMPc

_—_—_—*

Insuline

1




Dégradation de I'AMP cyclique

Les messengers secondaires ne sont pas des protéines

NH

N : N\
e,

NH

2 NH
NT ‘ N\> NZ 2 | N\>
KN N KN N

(o) (o) (o)

[ [ [ Adenylyl cyclase Phosphodiesterase I
"0-P-0—P-0-P-0—CH, ! - S HO—P—O s
o o o (o) w 0 o 20 ( o- (o)
Pyrophosphate >\P< H,0
OH OH a2 - OH OH
ATP Cyclic AMP AMP
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Dégradation de I'AMP cyclique

Les messengers secondaires ne sont pas des protéines

First messenger
(signal molecule
such as epinephrine)

Adenylyl
G protein cyclase
G-protein-linked
receptor
Second
messenger

. g

Protein
\ kinase A |

-
»

Cellular responses

Copyright © 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.



Dégradation de I'AMP cyclique

Les messengers secondaires ne sont pas des protéines

EXTRACELLULAR Signal molecule
FLUID (first messenger)

G protein

&
7O —>» DAG

in-li PIP,
receptor Phospholipase C

G-protein-linked
IP; (second

messenger)

IP;-gated

calcuum channel

. \ o
o

+

Q O Various / Cellular
Endoplasmic OCa 2 o © = proteins —> fe-
reticulum (ER) R o o O activated A SPonses

Ca2+
(second
CYTOSOL messenger)
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Adeénylate Cyclase 2*APMc =2 PKA

Le site d'action de I'AMPc est une enzyme, la PKA qui catalyse la
phosphorylation de protéines specifiques sur certains de leurs
résidus Ser ou Thr

Diverses protéines (enzymes, proteines du cytosquelette, facteurs de
transcription etc...) sont phosphorylées sur Ser / Thr par PKA

Ces phosphorylations entrainent des changements de propriétés de
ces protéines qui vont produire lareponse a Ho dans la cellule

PKA : Protéine Kinase AMPc dépendante



Activation de la protéine kinase A (PKA) par 'AMPc

Protéine kinase A

- 2 sous unité catalytique (C)
- 2 sous unités regulatrice (R)

e ®
@\

Motif consensus de la PKA : Arg — Arg/Lys — X — (Ser/thr)

Protéine kinase A = Sérine / thréonine kinase (T ou S)



Amplification du signal a partir d'un récepteur couplé aux
proteines Gs

PKA | \PKA FD

Nature des cibles P1, P2, P3 ?




Les enzymes de |la production et degradation du glycogene :

cibles de la PKA

GS
Glucose - - Glycogene
GP
formeb \ Q_ \
(peu active \ Setive (peu active)
PP1 PKA N \

PKA | PP1
/ |
HQ / PP1 /
e 1 3 /
forme a i &

(active) inactive (active)

GS : Glycogene synthase PHK : Phosphorylase Kinase GP : Glycogene phosphorylase



Augmentation de la transcription du gene PEPCK par la PKA
GlucagonQ

Oxaloacétate

GTP
/ﬁEPCK
CO, GDP

}
PEP

guantité

l — pepck 1

Glucose |—>

Gene PEPCK
transcription

Hépatocyte

Promoteur PEPCK
PRO2 PRO1 CREB CREB : Cyclic AMP Response Element




Transcription AMPc- dépendante

/-AI\/IPC

e—388
D PKA

CREB : cyclic AMP response element binding protein



Les catécholamines ont differents types de récepteurs

Adrénaline / Noradrénaline
%

Qe

adipocytes

\ J
I

hépatocytes

Libération : Glucose et Acides gras
©
-
0/
B2

contractilité
rythme

Cardiomyocyte Cellules musculaires lisses vaisseaux

constrictionf



Effets antagonistes des catécholamines

Cardiomyocyte Cellules musculaires lisses vaisseaux

" 4 |
fﬁ?]tr:]aecu e 1 constriction 1
B2 l
t AMPC } AMPC




Inhibition de I'adénylate cyclase par des recepteurs

couplés aux protéines Gi

Adrénaline
Glucagon PGEL1l
ACTH Adénosine

Adipocyte



Activation de la phospholipase C-B spécifique des

phosphatidylinositol par les protéines Gg

Histamine
Angiotensine |l
Thromboxane

IP, + DAG

Production de deux messagers lipidiques

PLC-£: Phospholipase spécifique des phosphatidyl inositol (PI)



Les differents types de phospholipases

PLA,
/\/\/\/\/\/\/\/\/c:o—cb—c,:H2
/\/\/\/\/\/\/WCO—(I)—(,:H PLC

choline,

Téte éthanolamine,
B\ CHz_CIJ—POz— sérine,
Z inositol

Phosphatidyl Inositol = Lipide membranaire PLD
BEE O-PO3
AN NANNANNNNANNNCCO—O0— _
CO—O (,:H2 0-PO3
/\/\/\/\/\/\/\/\/CO—O—(,:H 1
CH,OH ~OsP-0
Diacylglyceérol : DAG Inositol triphosphate : IP3
— - v

2nd messagers lipidiques



Phospholipase C & IP3 + DAG =2 PKC

Les actions de DAG et IP3 sont complémentaires

La molécule cible du DAG est PKC dont la localisation membranaire fait
suite a I'action préalable de I’'lP3

Des récepteurs spécifigues d’IP3 sont présents dans les membranes des
organelles cellulaires stockant le Ca** (réticulum endoplasmique ...)

Ces récepteurs sont egalement des canaux calciques qui, lors de la
liaison d’IP3, s’ouvrent et liberent Ca** dans le cytoplasme

L’action de I'IP3 provoque donc une élévation de la [Ca*™] cytoplasmique
= peut se lier a PKC

Cette association provoque la translocation de PKC vers la membrane ou
elle devient accessible au DAG qui est son ligand activateur limitant



IP3 ouvre les canaux calciques du RE

membrane Diacylglycérol

O« @
= OH GH g

Pl (4,5)P2 \ /
/0'

Ca?*

1 (1,4,5) P,

Canal
IP3 dépendant

(P
(P O
1 4
0
IP3
| (1,4,5) P, = IP3

Pl (4,5)P, = Phosphatidyl Inositol 4,5 di phosphate



Phospholipase C & IP3 + DAG =2 PKC

PKC = enzymes monocaténaires (600 a 740 acides amines)

PKC catalyse la phosphorylation de Ser et de Thr spécifiques de diverses
protéines (enzymes, facteurs de transcription, protéines du cytosquelette,
récepteurs ....) qui activees ou inhibées, produiront les réponses cellulaires a Ho

PKC sont constituées :

« d’'un domaine régulateur N-terminal qui
iInhibe Pactivité

« d’un domaine catalytique C-terminal

La liaison de PKC a DAG provoque un
changement de conformation qui libére le
site catalytigue =» activation




Les différentes classes de Protéines Kinases C

activateurs =)

activateurs =)

activateurs E=)

PKC a, Bl, BIL y
Ca?*, DAG

PKC 0o,¢g,m, 0
DAG

PKC ¢, A
PIP3

domaine

domaine

régulateur  catalytique

| |

V3 V4 V5

@:I-M#CSH C4

«conventionnelles»

—C |

Cimc3® Cc4 m

| CoW C4

Z

sequences
riches
en cystéine

AN

liaison de I'ATP

«nouvelles»

«atypiques»



Activation et cibles des PKC par DAG et Ca?*

Phosphatidyl sérine PKC

MAPkinases Facteurs de transcription

rotéines
& (NF-xB : C/EBP)

Séquence consensus : XR XX S/T XR X

Arg Ser Arg
Thr



Ca?t : |'autre second messager intracellulaire

[Ca?*] cytosolique est maintenu basse a |'état basal

[Ca?*] ~ 103 M

[Ca?*] =107 M




La calmoduline : un recepteur calcique intracellulaire

Calmoduline : ubiquitaire (107 molécules/cellules = 1% des protéines)

Hélice a

!

La fixation du calcium =»
changement de conformation

NH,* COO-

a2t
Boucle de 12 aa Boucle de 12 aa

(riche en Glu et Asp) (riche en Glu et Asp)
"basse affinité" "haute affinité"

COOr

Interactions avec :

Ser/Thr

- Phosphorylase kinase
kinases {

- AMPc phosphodiestérase



Intersections des voies de I'AMPc et du Ca?*

AMP
4

calmoduline Ca?st &MPC Phospho- |

diestérase
D
( i v
peu active) eo \ /
Sy
/B P

Phosphorylase kinase

(active)

AMPc

GYP : Glycogene phosphorylase



La calmoduline : un recepteur calcique intracellulaire

Calmoduline : ubiquitaire (107 molécules/cellules = 1% des protéines)

La Ca?*/Calmodulin-dependent Protein Kinases (CaM-Kinases) Médie
plusieurs actions cellulaires dépendantes du Ca?*

i Pj inhibitory domain
protein

= phosphataseg

 Ca?* INDEPENDENT
@- (50-80% ACTIVE)

" )COOH
INACTIVE

' NH2

catalytic
domain

=0 _\/

auto-
phosphorylation |

ACTIVATED



Interactions des voies de signalisation

L'activation de voies de signalisation induites soit par RCPG ou RTK est
souvent plus complexe qu'une simple cascade linéaire

La stimulation soit d'un RCPG ou d'un RTK conduit souvent a la production
de multiples messagers secondaires

Les deux recepteurs peuvent ainsi promouvoir ou inhiber la production
d'un grand nombre de mémes messagers secondaires

De plus, un RTK peut promouvoir une voie de signalisation qui en final va
agir sur la méme cible qu'un RCPG

Une méme réponse cellulaire peut étre induite par plusieurs voies de
signalisation et/ou par différents mécanismes

Ces interactions entre différentes voies de signalisation est a la base des
regulations fines des activités cellulaires



Interactions des voies de signalisation

ERKs

REPONSES
BIOLOGIQUES




Interactions des voies de signalisation

.
SN

RTK

Protéine G Protéine G— PLC Grb2 Pl 3-k
/ \ '
| Ras
IP ¥
Ad cyclase 3 DAG l
l MAPKKK
k 4 Ca.2+ l ]
AMPC PDK-1
MAPKK
4 l
PKA PKC MAPK PKB

\ 4

Protéines régulatrice du gene Protéines de signalisation cible



Interactions des voies de signalisation

Coopérativité entre AC et PLCP

Stimulation
'y
DAG AMPc IP3

1 1 1
@& 1w  ca
|

!

GS : Glycogéne synthase ‘ G S 1
PHK : Phosphorylase Kinase G P 1
GP : Glycogéne phosphorylase 1
\/
Diminution

augmentation

synthese glycogene dégradation glycogene



Processus de désensibilisation

NHz*

Désensibilisation par phosphorylations

C2
C1
C3 Ccoo

Ligand

Re (activé) Re (desensibilisé)

—) —)
QG
B-arrestine
v
Transduction _ _
du signal GRK phosphoryle Re B-arrestine se lie au
activé sur différents RE phosphorylé

sites

GRK : protéine G-kinases couplées au(x) récepteur(s) = S/T Kinases

Re : Récepteur / GRK : G-protein-linked Receptor Kinase



Processus de désensibilisation

Désensibilisation par phosphorylations

@ @
 ——

Phosphorylations
par GRKs

Internalisation

Recyclage

dégradation

GRK : protéine G-kinases couplées au(x) réecepteur(s) = S/T Kinases



La tranduction du signal des facteurs de croissance

Exemple des récepteurs a I'EGF

EGF © ©

PER R aanAnAn
oo ESEOEAGEBOGO

Tyr 1168

1148
1173

?

I
!

*
Transcription mm> Croissance cellulaire
De genes

Survie et croissance cellulaire : quel signal ?



La tranduction du signal des facteurs de croissance
Exemple des récepteurs a I'EGF

MEK1/2

Y /S kinases

: | Autres kinas_es
ERK1/2 w; Prot cytosoliques
L &77 liasacs F Transcription

ERK Y2 = MAPK: microtubules associated proteins kinases



Les récepteurs des facteurs de croissance

recrutent la phospholipase C-y

PLCy
EGF © ©
PIPPPIIIIIIIIPDIIIIIIIRD
SAOOAOOOOAAAAOD
DAG + IP,

b

PKCs Ca2t{



LES RECEPTEURS INTRACELLULAIRES



Les récepteurs "nucleaires”

Dans les organismes, I'essentiel des élements regulateurs interviennent via
I'intermédiaire de récepteurs de membranaires

Certains de ces éléments régulateurs (surtout des hormones) possedent
des récepteurs intracellulaires

Les ligands de ces récepteurs intracellulaires sont de petites molécules
hydrophobes

Une fois associés au ligand, ces récepteurs intracellulaires, ou récepteurs
nucléaires vont fonctionner comme des facteurs de transcription actifs =»
protéines qui stimulent, ou réduisent l'activité transcriptionnelle

Différents ligands aux recepteurs nucléaires :
Hormones stéroidiennes
Hormones thyroidiennes

Vitamines D et A



Les récepteurs "nucleaires”

Les hormones ou médiateurs lipophiles traversent la
membrane et se fixent sur des recepteurs intracellulaires

Hormones |— Hormones stéroidiennes :
- glucocorticoides (cortisol)
- ;estrogenes
- progestérone
- hormones thyroidiennes
- Vitamine D

- Aldostérone

Médiateurs lipohiles :
- Acide rétinoique

- Acides gras

- Prostaglandines

- Leucotrienes ration
Hormones transcription

p—

)




Les récepteurs "nucleaires”

Récepteurs intracellulaires : une fois actives par leur
ligand =» facteurs de transcription

L’effecteur primaire peut traverser la membrane plasmique
(lipophile) =» doit se lier a des récepteurs intracellulaires

Récepteurs intracellulaires localisés :

soit dans le cytoplasme = une fois activées Re-L =
translocation dans le noyau

soit dans le noyau @

Effets Génomiques



Hormone
(testosterone)

Les récepteurs "nucleaires”

EXTRACELLULAR
FLUID

9

Receptor
protein

Plasma
membrane

Hormone-
receptor
complex

NUCLEUS

CYTOPLASM

New protein

1

L'Ho stéroidienne (testostérone) passe la membrane
plasmique

La testostérone se lie a son récepteur localisé dans
le cytosol =» active ce dernier

Le complexe récepteur-hormone migre dans le
noyau et se fixe sur I'ADN niveau sequences
speécifiques

La fixation sur I'ADN stimule la transcription du gene
en ARNmM

L'ARNmM est translaté en protéine



Les recepteurs "nucléaires”

Localisation cellulaire des récepteurs nucléaires inactifs

Actuellement il est admis que les récepteurs non associes a
leur ligand se déplacent entre le cytoplasme et le noyau

Cette répartition dynamique des récepteurs entre les deux
compartiments est specifique du récepteur

* Les récepteurs inactifs du cortisol, de la testostérone et de
l'aldostérone sont principalement localisés dans le
cytoplasme

 Les recepteurs inactifs des hormones thyroidiennes, de la
vitamine D et des rétinoides sont retrouvés dans le noyau



Les recepteurs "nucléaires”

Structure des récepteurs nucléaires
AF-1 l . AF-2 l Domaine

transactivation

Domaine
dimérisation
B Hsp binding
' - domains
A/B C D E F
Domaine de liaison i i Domaine de liaison
a I’ADN (~68 aa) : bi[ggﬁ\]g Hormone bmdmg : a ’hormone (~250 aa)

Domaine C = domaine de liaison a 'ADN =» présente un fort degré d'homologie
entre les récepteurs

Domaine E =» domaine de liaison du ligand = montre un faible degre
d'homologie. Une grand homologie peut étre observée au niveau du domaine E si
les ligands sont similaires

AF = activation function



Les récepteurs "nucleaires”

Structure des récepteurs nucléaires
Super famille des facteurs de transcription activés par le ligand

Fixation sous forme de dimeéres a des séquences spécifiques de ’ADN

Similarité de structure et forte homologie

Deux regions fortement conserveées

1 553 Récepteur aux cestrogéenes
1 946 Récepteur progestérone
1 777 Récepteur glucocorticoides
1 408 Récepteur hormones thyroidiennes
1 432 Récepteur acide rétinoique
N Région variable -C

Domaine deliaison/ \ Domaine de liaison

a ’ADN (~68 aa) a I’hormone (~250 aa)



Les recepteurs "nucléaires”

Fonctionnement des recepteurs nucleaires

Un récepteur intracellulaire libre de ligand est monomérique et interagit
avec plusieurs protéines, en particulier des protéines de choc thermique
(HSP)

La composition de ces complexes varie quelqgue peu en fonction des
récepteurs, mais tous incluent la protéine HSP90

Ces complexes inactifs peuvent étre localisés soit dans le cytoplasme, soit
dans le noyau

La fixation du ligand a son recepteur = dislocation du complexe = deux
molécules récepteur-ligand activés vont s'associer =2 formation d'un
homodimere

Homodimere migre dans le noyau et fonctionne comme un facteur de
transcription.



Les recepteurs "nucléaires”

Fonctionnement

-

Complexe protéique

inhibiteur
COOH

Domaine activation

transcription Site de fixation

' < du ligand
En absence du ligand =% complexes u ligan

inactifs =» I’activation transcriptionnelle
est inhibée

ligand

En présence du ligand = [Iactivation

transcriptionnelle est levée : ¥
G Dissociation complexe protéique inhibiteur @

Domaine fixation
a ’ADN accessible

@ Démasquage du domaine de fixation a ’ADN ‘ -

=

4




Les recepteurs "nucléaires”

Fonctionnement

Fixation ligand = changement conformation
-> active le récepteur par dissociation avec
HSPs

Une fois activé, le complexe récepteur-ligand
migre dans le noyau et se fixe sur une
séquence de régulation de I'ADN appelées
HRE pour Hormone Response Elements

Cette séquence est localisée dans la region
5' proche des genes cibles

L'activation de la transcription s'effectue via
les domaines AF-1 et AF-2

Complexe
inactif




Les récepteurs intracellulaires

Structure des récepteurs nucléaires

Le récepteur active peut se lier a ’ADN au niveau des séquences appelées
«HRE» pour Hormone Response Elements

HRE =» localisé dans larégion 5’ du gene cible

La partie N-ter du récepteur activé peut exercer sa fonction d’activation de
la transcription

HRE =» séguence consensus

5' AGGTCA(N), TGACCT 3’

Récepteur des estrogenes [ 3 TCCAGT(N), ACTGGA 5

5 AGGTCA(N). AGGTCA 3’

Reécepteur de I’acide retinoique [ 3 TCCAGT(N), TCCAGT 5



Structure d'un homodimere du domaine de liailson

de L'ADN d'un récepteur nucléaire

| o Les doigts de zinc plus

a-hélice éloignés et localises dans la
zone dimeérisation permettent
de positionner le complexe
au niveau de la crevasse
mineure de I'ADN

zone de dimérisation

Les doigts de zinc proches
des extremités N-terminales
des monomeres permettent
de positionner le complexe au
niveau de la crevasse majeure
de la double helice d'ADN




Les récepteurs intracellulaires

Structure des récepteurs nucléaires

Fixation sous forme de dimeéres a des séquences spécifiques de ’ADN

> <

'ER| ER |

Fixation sous forme homodimeres

Transcription

Estrogen receptor— 9 AGGTCA(N); TGACCT ¥
[ o P I'TCCAGT(N); ACTGGAS'

Récepteur aux cestrogénes

i Q Transcription Fixation sous forme hétérodiméres

Récepteur PPAR




Exemples des PPARs

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors

e Ces recepteurs sont des facteurs de transcription

Leur activité est modulée par I'interaction avec un ligand spécifique
Interviennent dans ’lhoméostasie lipidique et glucidique
e Interviennent dans le controle et la différenciation cellulaire

O-activateurs

Transcription

L = ligand; RA = 9-cis-retinoic acid.



Altérations de la signalisation et cancers

Niveaux d’altération au niveau des
voies de signalisation

FACTEURS DE CROISSANCE
Récepteurs :
constitutivement actifs
expression trop importante
inactivation

PROTEINES G MONOMERIQUES
Constitutivement active

PROTEINES KINASES CYTOPLASMIQUES
Activation constitutive (MAPKKK, Src)

FACTEURS DE TRANSCRIPTION
Mutation géene codant NFkB, SMAD

Approches thérapeutiques

INHIBITION DE L’ACTIVITE TYROSINE KINASE
des RTK : Ac monoclonaux ou composes
chimiques
des Kinases intracellulaires : composés
chimiques

MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES
DES PROTEINES
Protéines G monomeériques : inhibiteur de
la farnélysation

INHIBITION DES ACTIVITES KINASES

ACTION AU NIVEAU DE LA TRANSCRIPTION
Répression de la machinerie
transcriptionnelle



Conclusion |

Messagers secondaires communs a toutes les cellules :
Ca?*, AMPc, DAG, IP3 etc..

Grandes voies de transduction communes :
PKA, PKC, MAP kinases...

Diversité des composantes de chacune de ces voies

Régulations entrecroisees entre les voies

@

Spécificite de laréponse a un effecteur donné



Conclusion Il

Hormone

Récepteurs membranaires Récepteur cytosolique
ou nucleaire

Messagers secondaires
Cascades de phosphorylation

Activation transcription
Phosphorylations enzymes cytosolique (Signal rapide)
Activation facteurs de transcription

ecepteurs

S therapeutiques




