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Alain Beaudet

Par Danielle Jacques, rédactrice en chef de Médecine Sciences Amérique

Dans le cadre de nos entrevues éditoriales, la revue Médecine Sciences Amérique s’est rendue

aux bureaux des Instituts de recherche en santé du Canada (IRSC) a Ottawa, afin d’y rencontrer

son président, le Dr Alain Beaudet. Voici les points saillants de cette entrevue de type profil-

carriére.

Comme vous le savez si bien, Dr Beaudet, la recherche scientifique universitaire est

extrémement exigeante. Qu’est-ce qui a poussé le médecin que vous étes a faire un Ph.

D. pour entamer une carriére de scientifique universitaire?

D’aussi loin que je me souvienne, jai
toujours été intéressé et fasciné par le
cerveau et ai voulu en comprendre le
fonctionnement. La médecine était a
'époque une des voies d’entrée pour qui
était intéressé a la recherche scientifique en

santé humaine. J’ai donc fait médecine et,

fasciné par la profession elle-méme et les
perspectives qu’elle offrait, jen ai presque
oublié les raisons qui m’y avaient amené!
Mais la passion pour le cerveau était
toujours 1a et les deux spécialités entre
lesquelles j'hésitais étaient, sans surprise, la

neurologie, et la psychiatrie. Aucune des



deux, toutefois, ne me satisfaisait
pleinement ;. en psychiatrie, on donnait des
médicaments sans toujours bien
comprendre ou et comment ils agissaient
(c’était au début des années ’70!), tandis
gu'en neurologie, on excellait a des
diagnostics trés pointus, mais on n’avait que
peu de traitements a proposer. Alors que
j’hésitais entre ces deux spécialités, jai
rencontré un jeune chercheur queébécois,
André-Roch Lecours, qui travaillait alors en
recherche en neuropsychologie a I'hdpital
de la Salpétriere a Paris. Mes discussions
avec Roch m’ont rappelé mon intention
premiere de faire de la recherche. Comme
je m’intéressais  particulierement  aux
neurotransmetteurs et aux  drogues
susceptibles d’en modifier la libération, il
m’a dirigé vers Laurent Descarries, qui
venait alors tout juste d’ouvrir son
laboratoire a I'Université de Montréal et qui

travaillait sur les amines biogénes, sur

Ou avez-vous fait votre stage postdoctoral?

J'ai fait deux ans de stage a Paris, plus
précisément au Centre d’Etudes Nucléaires
de Saclay, dans le laboratoire du professeur
Bernard Droz. Ce qui était extraordinaire,
c’est que javais la possibilité de faire

synthétiser tous les composés radioactifs
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lesquelles agissaient pratiquement tous les
médicaments que Il'on connaissait en
psychiatrie a I'époque. C’était la grande
époque ou les Suédois venaient de
découvrir les neurones a noradrénaline et a
sérotonine dans le cerveau. C’était fascinant
de pouvoir directement visualiser les sites
de synthése et de libération de ces
neurotransmetteurs et dainsi  mieux
comprendre ou s’exerce leur action. Et puis
voila, le reste est de I'histoire... J'ai entamé
une maitrise, prévoyant ensuite compléter
ma résidence. Et voila que les résultats sont
venus trés vite, et que la passion s’est
installée. Lorsqu’on m’a offert de poursuivre
directement au doctorat, ce qui était une
offre exceptionnelle a I'époque, il ne m’est
méme pas venu a lidée de refuser. Le
doctorat a été suivi de trois années de
formation post-doctorales, et la pratique de
la médecine devenue pour moi chose du

passé; j'étais dans un autre monde...

dont javais besoin. C’est ainsi que jai pu
avoir acces trés tét a des marqueurs tritiés
des récepteurs opioides...J’'ai ensuite passé
une année trés productive a [Institut de
recherche sur le cerveau de l'université de

Zurich, sous la direction de Michel Cuénod.



Ca a été pour moi l'initiation a la recherche
multidisciplinaire et au travail en équipe.
Quand je suis revenu au Québec, jai obtenu
un poste de professeur a I'Université McGill.
Quel coup de veine de se retrouver
chercheur au temple de la neurologie
Montréalaise ou avaient ceuvré les Penfield

et Jasper, et d’étre aux premiéres loges
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pour suivre, au fil des ans les progrés de la
neurologie et de limagerie cérébrale qui,
comme le PET scan ou la résonnance
magnétique, devaient en modifier
profondément les approches diagnostiques.
C’était le poste idéal pour ne jamais perdre
de vue le lien bidirectionnel entre le

laboratoire et le malade.

L’Institut de neurologie est un bien bel endroit pour faire carriére!

Le neuro, c’est la réussite indéniable de
l'intégration de la recherche aux soins. Du
laboratoire au lit du malade, et du lit du
malade au laboratoire. Il n’y avait la ni
dichotomie ni hiérarchisation des différents
domaines de la recherche scientifique,
gu'elle soit fondamentale, appliquée ou
clinique. J'ai été témoin de la construction
du cyclotron, pour la synthése de
radioisotopes PET, de lintroduction de la
génomique appliquée au diagnostic puis aux
soins neurologiques, de la chirurgie
stéréotactique dirigée par résonnance
magnétique nucléaire, des premiers essais
de thérapie génique, etc. A l'externe, jai
commencé trés t6t a m’intéresser a
'administration de la recherche et a siéger
sur des comités d’évaluation par les pairs :
au Fonds de la recherche en Santé du

Québec, au Conseil de recherches

médicales du Canada (CRM), aux National
Institutes of Health (NIH) aux Etats-Unis, et
au Human Frontier Sciences Program a
Strasbourg. J'ai également fait partie des
comités d’évaluations de diverses
fondations privées. J’ai évalué beaucoup de
demandes de fonds dans ma vie! Mes rbles
a titre de président du Comité des
Neurosciences au CRM, puis de Directeur
adjoint (recherche) a linstitut neurologique
de Montréal m’ont amené a m’intéresser de
plus prés au développement de Ila
recherche, a [Iimportance de soutenir
I'excellence, et a la nécessité de développer
des approches stratégiques pour en assurer
limpact. lls m’ont aussi amené a apprécier
toutes les facettes de la recherche en santé,
et a élargir mes horizons, au départ trés

classiquement biomédicaux.
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Qu’est-ce qui vous a poussé a quitter votre brillante carriére de scientifique universitaire

au profit de postes administratifs? Que vous apportent ces postes-la?

Ce sont vraiment les circonstances. J'étais
heureux dans mon labo. Jai d’ailleurs
refusé des offres de postes administratifs
qui m’auraient forcé de ralentir, ou
d’abandonner ma carriere de scientifique
universitaire. De plus, je ne voyais pas
comment je parviendrais a juguler des
responsabilités administratives a une
carriére  concurrentielle en recherche.
Finalement, le Dr Pierre Boyle, un homme
trés persuasif, qui était alors directeur
général du Fonds de recherche en santé du
Québec (FRSQ), m’a convaincu de me
joindre a son équipe comme conseiller
scientifique. Trés tot, je me suis passionné
pour ce que je voyais comme une occasion
unique de participer au développement
scientifique du Québec. Aussi, lorsque le
poste de directeur scientifique du FRSQ
s’est libéré et que Pierre m’a demandé d’y
poser ma candidature, je n’ai pas hésité. J'ai
obtenu, et occupé ce poste pendant plus de

trois ans, et ce furent trois belles années.

C’était un peu le meilleur des deux mondes :
je partageais mon temps entre la Direction
et les tranchées, a savoir mon laboratoire,
qui était trées actif a I'époque. Le choix
déchirant est venu plus tard, lorsque le
Ministre Michel Audet m’a offert le poste de
Président du FRSQ, et a été trés clair que je
ne pouvais cumuler ces fonctions avec mon
poste universitaire. Cela a été trés difficile.
Dans l'ensemble de ma carriéere, deux
décisions ont été pour moi trés difficiles a
prendre: quitter la clinique pour la recherche
et quitter ma carriére de chercheur pour
celui d’administrateur de la recherche. Mais
je nmai rien regretté. Les années au FRSQ
ont été formidables. J’ai réalisé que l'on
pouvait étre aussi créatif dans un poste
administratif qu'on peut [I'étre comme
chercheur. Car pour moi, la créativité est le
moteur de la recherche, comme elle I'est
pour les arts. D’ailleurs, les chercheurs ne

sont-ils pas un peu des artistes?
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Pensez-vous que le beau temps de la recherche médicale est derriére ou devant nous?

Au contraire, je pense que la recherche en
santé a un horizon brillant devant elle. C’est
vrai que le contexte a changé : vous aurez
remarqué que je n’ai pas utilisé le terme
recherche médicale, mais celui de
recherche en santé. Car la recherche ne
doit plus porter uniquement sur la cause et
le traitement des maladies, mais aussi sur
leur prévention, sur le bien vivre et le bien
vieillir. Le vocabulaire des bailleurs de fonds
a lui aussi changé: on ne parle plus de
subventions, mais d’investissements en
recherche. Et qui dit investissements pense
retour sur investissements. On parle en effet
maintenant beaucoup plus que par le passé
d’impact de la recherche, sur la santé et sur
le développement économique et social. On
ne se satisfait plus de ce que le chercheur
fasse progresser les connaissances; on lui
demande aussi d’en assurer le transfert.
Quand un gouvernement investit plus d’un
milliard de dollars de fonds publics en
recherche en santé (c’est la contribution du
gouvernement fédéral au budget des IRSC)
il demande a ce qu’on évalue l'impact de

ces investissements. Les soins et services

de santé sont au coeur des préoccupations
des Canadiens. Avons-nous mis tout en
ceuvre pour que la recherche soit
parfaitement intégrée aux systémes de
soins, qu’elle réponde aux attentes des
patients et des décideurs? Peut-on
maximiser I'impact de la recherche sur la
qualité des soins? Sur leur accessibilité?
Sur leur rapport colts/bénéfices? Le public
doit étre mieux informé de I'extraordinaire
performance du Canada en recherche en
santé et de l'importance de cette recherche
pour son systéme de santé. Il ne s’agit pas
ici de faire la chasse aux résultats
immédiats ou de réduire la liberté
académique. Il s’agit de développer des
mécanismes pour tirer parti le plus
efficacement possible des réussites de la
recherche et de former des chercheurs qui
sachent en implanter les résultats en
pratique. Les Canadiens sont favorables a
ce que leurs impbts servent a soutenir la
recherche en santé. Nous avons le devoir
de faire profiter le public de nos

découvertes.



NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

Quel est votre prochain défi? Pourquoi pas ne pas diriger un jour le systéme de santé au

Canada?

Mon défi immédiat, c’est de m’assurer que
les divers changements que jai initiés ici,
aux IRSC, soient solidement implantés et
commencent a porter  fruit. Ces
changements visent, tout d’abord a mieux
soutenir I'excellence, et ce dans tous les
domaines de recherche en santé. Je
voudrais m’assurer que les IRSC répondent
a I'ensemble de leur mandat, tel que défini
dans la loi qui les a créés. Je veux voir
s’établir un équilibre entre la recherche

ouverte, qui permet [I'expression sans

entraves des meilleures idées et I'éclosion
des plus grands talents, et la recherche
ciblée, qui vise a répondre a des problémes
spécifiques ou a développer des secteurs
émergents. Je veux m’assurer que nos
investissements stratégiques portent
vraiment fruit; que les provinces, qui ont
pour mandat de soutenir les soins et
services de santé, pensent spontanément
aux IRSC comme partenaire pour améliorer
les soins et services a partir de données

probantes.

Une derniére question: si vous avez un conseil a donner aux jeunes scientifiques

universitaires, quel serait-il?

La recherche scientifique, c’est la plus belle
profession au monde. Qu’ils y aillent les
yeux fermés. Qu’ils n'aient pas peur. On dit
que la carriere scientifique est devenue
difficile,

concurrentielle. Je pense qu’elle I'a toujours

particuliérement exigeante,

été. Donnez-moi une autre profession ou
'ensemble des citoyens d'un pays vous
offre du financement pour que vous puissiez
satisfaire votre curiosité tout en contribuant

au bien commun. Il n’'y en a pas beaucoup!
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La grippe et les traitements

actuels

Chaque année, linfluenza cause des
centaines de milliers de victimes dans le
monde. Ayant une grande capacité de
mutation, les virus influenza A ont causé
plusieurs pandémies au cours de ['histoire,
dont la récente pandémie d’influenza A
H1N1 de 2009. Il existe plusieurs sous-
types de virus influenza A, classifiés selon le
type d’hémagglutinine et de neuraminidase
gu'ils possédent [1]. Deux classes
d'antiviraux sont principalement utilisées
pour combattre l'influenza : les inhibiteurs du
canal ionique M2 (amantadine et
rimantadine) et les inhibiteurs de la
neuraminidase (zanamivir et oseltamivir
[Tamiflu]) [1]. Ces médicaments ciblent des
protéines virales, mais plusieurs souches de
virus y sont devenues résistantes. Afin de
développer un traitement universel qui
n'entrainerait pas le développement de
résistance, il s'avere essentiel de bien
comprendre le fonctionnement du virus et la

maladie.
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Les bons et les mauvais cotés

de linflammation

A cet égard, la morbidité et la mortalité
causées par linfection avec les Vvirus
hautement pathogénes (p.ex.: H5N1 et
H1N1 pandémique) sont associées avec
une surproduction de cytokines pro-
inflammatoires (hypercytokinémie), telles IL-
1B, IL-6, TNFa, CCL2, IFNB, IFNy et CCL5
[2, 3]. La production de ces médiateurs
permet le recrutement et l'activation de
cellules inflammatoires dans les voies
respiratoires a la suite de [linfection. La
migration de ces cellules est nécessaire
pour contréler I'infection, mais lorsqu’elles
sont présentes en grande quantité, elles
peuvent aggraver la maladie. Par contre,
aucune des cytokines mentionnée n’est
responsable a elle seule des effets
délétéres causés par linfection : les souris
déficientes en I'une ou l'autre des cytokines
n’étaient pas protégées lors d’une infection
Iétale [1]. Une autre étude a montré que les
souris déficientes en cyclooxygénase 2
(COX-2) ont un taux de mortalité plus faible,
moins d’inflammation pulmonaire et ceci
malgré des titres viraux plus éleves [4]. Ces
résultats montrent que la sévérité de la
maladie n’est pas seulement déterminée par

la charge virale, mais aussi par la réponse



inflammatoire induite. Inhiber une voie de
régulation contrélant la production de
plusieurs cytokines permettrait d’empécher
I'hypercytokinémie et ainsi, de diminuer la
gravité de la maladie. De plus, le fait de
cibler une voie de signalisation de I'h6te
plutét que de cibler directement le virus
permettrait d’éviter que celui-ci ne mute

pour devenir résistant au traitement.
Le contréle de l'inflammation

Deux voies de signalisation sont
particulierement importantes pour controler
l'inflammation : la voie de NF-kB (Nuclear
Factor-kappa B) et celle des récepteurs
nucléaires PPARs (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors). D'une part, NF-«kB
induit I'expression de plusieurs cytokines et
participe a la propagation du virus en
permettant I'exportation des
ribonucléoprotéines virales hors du noyau. I
a été montré que l'acide acétylsalicylique
(aspirine), a fortes doses, inhibe la kinase
IKK2 (Inhibitor of Nuclear Factor kappa-B
Kinase 2) ce qui diminue I'expression de
genes controlés par NF-kB et bloque la
réplication de plusieurs souches de virus [5].
En effet, 'administration d’aspirine a fortes
doses permet de protéger 60% des souris
d’'une infection létale par un virus de type

H7N7 [5]. A lopposé, une étude par
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Droebner, et al. a montré qu’aprés une
infection par un virus de type H5N1, le
processus d’hypercytokinémie ne s'est pas
produit au niveau des poumons de souris
déficientes en sous-unité p50 de la voie NF-
KB. Malgré cela, la survie des animaux n'a
pas été affectée par rapport aux souris
controles [6]. D’autre part, la famille PPARs
comprend trois membres : PPAR-a, PPAR-
/6 et PPAR-y. Plusieurs études ont montré
l'importance des PPARs dans la résolution
de Tlinflammation [7]. Tout d’abord, les
agonistes PPARs inhibent la maturation des
cellules dendritiques, c’est-a-dire les cellules
présentatrices d’antigénes qui stimulent la
réponse immunitaire adaptative en activant
les lymphocytes T. Leur inhibition diminue
donc la réponse spécifique des
lymphocytes T. Les agonistes PPARs
peuvent aussi limiter le recrutement de
cellules inflammatoires en  diminuant
'expression de cytokines et de chimiokines
dans les cellules épithéliales et les
macrophages, ainsi que des molécules

d’adhésion dans les cellules endothéliales.



L'activation de PPAR-y
protége contre la grippe
sévére

Dans I'optique de diminuer
l'inflammation, nous avons testé si la 15-
deoxy A "?"-PGJ, (15d-PGJ,), un activateur
de PPAR-y et un inhibiteur de NF-kB,
diminue la mortalité et la morbidité liées a
l'infection par le virus de linfluenza. Ainsi,
nous avons démontré dans une étude
récente, publiée dans le Journal of
Infectious Diseases, que I'administration de
15d-PGJ, diminue la morbidité et la mortalité
associées a une infection sévere par un
virus de l'influenza de type H1N1 chez des
souris [8]. Nos résultats ont montré que le
15d-PGJ,
(250pg/kg/jour), débutant 24h post-infection

traitement avec la

et ayant une durée de 7 jours, augmente la
survie des souris infectées avec 1x10° PFU
(plaque-forming unit, c’est-a-dire le nombre
de particules infectieuses formant des
plages de lyse) de la souche H1N1 A/Puerto
Rico/8/34 (PR8). En effet, 79,2% des souris
traitées ont survécu comparativement a
13,7% des souris contrbles. De plus, la
perte de poids (marqueur de morbidité) est
aussi moins élevée chez les souris ayant
recu la 15d-PGJ; (2,2% au jour 5 post-

infection) par rapport aux souris controles
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(15,9%). Ces effets bénéfiques s’expliquent,
d’'une part, par une moins grande charge
virale et, d’autre part, par une réduction de
la réponse inflammatoire. En effet, les souris
traitées montrent une réduction des titres
viraux de 3,1 fois par rapport aux contréles.
Toutefois, l'effet antiviral de la 15d-PGJ,
n‘est pas direct puisque le composé ne
diminue pas la réplication du virus PR8 lors
d’essais d’infection in vitro. Quant a
I'expression des cytokines IL-6, TNF-q,
CCL2, CCL3 et CXCL10, elle est diminuée
de moitié chez les souris traitées avec la
15d-PGJ,, comparativement aux souris
infectées non traitées. Par contre,
'expression des IFN-a, -B et -y n’est pas
affectée, ce qui indique qu'une défense
antivirale est maintenue lors du traitement.
L’expression résiduelle des cytokines et des
interférons est importante  puisqu’elle
contribue a freiner la réplication virale,
résultant en un plus grand taux de survie
des souris. De plus, nous avons montré
pour la premiére fois que la protection
apportée par la 15d-PGJ, est médiée par
I'activation des récepteurs PPAR-y. En effet,
le prétraitement des souris avec le GW9662,
PPAR-y, avant

'administration quotidienne de 15d-PGJ,

un antagoniste de

élimine tous les bienfaits de celle-ci; les

souris  prétraittes avec I'antagoniste

10



présentent un taux de mortalité et de

morbidité équivalent aux souris controles.

Nos résultats montrent que l'activation
de PPAR-y est une cible prometteuse dans
le but de traiter la maladie puisqu’elle
diminue linflammation (mode d'action

résumé dans la Figure 1).

De facon intéressante, d'autres études
ont également montré que I'utilisation
prophylactique de deux agonistes PPAR-y,
soit la rosiglitazone, soit la pioglitazone,
diminue la morbidité et la mortalité a la suite
d’'une infection létale par le virus PR8 [9,
10]. Contrairement a notre étude, les
auteurs de ces articles n'ont toutefois pas
démontré l'implication de PPAR-y dans
I'effet protecteur de ces molécules. Par
contre, ils ont montré que la pioglitazone
exerce son effet protecteur en réduisant
I'expression de la chimiokine CCL2, ce qui
diminue le recrutement d’un type de cellules
dendritiques nommeées tipDCs (TNF-
a/inducible nitric oxide synthase (iNOS)-

producing DCs) [9]. L’élimination totale du
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recrutement des tipDCs n’est toutefois pas
bénéfique, car ces cellules présentent les
antigénes viraux aux lymphocytes T CD8.
Sans les tipDCs, le nombre de lymphocytes
T CD8 activés est insuffisant et ne permet
pas de contrbler l'infection. Il est a noter
qu'aucune différence significative n’est
observée entre les titres viraux retrouvés
dans les lavages broncho-alvéolaires des
souris traitées avec la pioglitazone et ceux
des souris contrdles. Ces résultats montrent
gu’une utilisation en prophylaxie protege
contre une infection létale, mais n’indique
pas si ces traitements peuvent diminuer la
sévérité de la maladie aprés l'infection. A
linverse, nos résultats montrent que la 15d-
PGJ, protége les souris uniquement lorsque
celles-ci sont traitées aprés l'infection. En
effet, un prétraitement avec la 15d-PGJ;
empéche la génération d'une réponse
inflammatoire précoce nécessaire a la
survie des souris. Lors d'une infection, la
15d-PGJ, semble donc étre une meilleure
option thérapeutique que les autres

agonistes PPAR-y testés jusqu'a présent.
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Figure 1. Mécanismes d'action des agonistes PPAR-y dans la protection contre la grippe.

L’infection par le virus de linfluenza entraine
l'activation du facteur de transcription NF-kB ce
qui induit une production massive de cytokines
et de chimiokines. Cela entraine le recrutement
de cellules inflammatoires, tels les neutrophiles,
les macrophages et les cellules dendritiques
(tipDCs) dans les voies respiratoires. Lors du
traitement, la 15d-PGJ, active PPAR-y (effet
direct) et inhibe NF-kB (effet direct ou indirect

Conclusion

En conclusion, la 15d-PGJ, ou d'autres
agonistes PPAR-y pourraient diminuer la
séverité de la maladie et donc étre efficaces
pour soigner les patients infectés par le

virus de la grippe. De plus, par leur mode

par transrépression, c’est-a-dire que l'inhibition
de la transcription des génes a lieu via une
interaction protéine-protéine entre le récepteur
nucléaire PPAR-y et le facteur de transcription
NF-kB) ce qui diminue I'inflammation. De plus, la
15d-PGJ, diminue la réplication virale dans les
poumons de souris (effet indirect). Quant a
l'antagoniste de PPAR-y (GW9662), il bloque
tous les effets bénéfiques de la 15d-PGJ,.

d’action, ces agonistes pourraient aussi étre

utiles pour traiter dautres infections

caractérisées par une inflammation

excessive.
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Résumeé

Les spermatozoides sont immatures
a leur sortie des testicules, et c'est dans
I'épididyme qu'ils acquiérent leur pouvoir
fertilisant. L'épididyme est formé d'un long
tubule dont la lumiére est tapissée d'un
épithélium pseudo-stratifi¢ composé de
plusieurs types cellulaires et enveloppé d'un
réseau de cellules dendritiques. Les cellules
épithéliales et dendritiques établissent un
milieu luminal favorisant la maturation, la
concentration, la protection, la préservation
et le stockage des spermatozoides. Cette
revue fait état de nos connaissances
actuelles sur le réle clef joué par I'épididyme
dans le maintien et la régulation de la

fertilité male.
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Summary

The testis

spermatozoa, and it is in the epididymis that

produce immature
they acquire their fertilizing capacity. The
epididymis is formed by a long convoluted
tubule whose lumen is lined by a pseudo-
stratified epithelium. A dense network of
dendritic cells is also present on the
basolateral side of the epithelium. Epithelial
cells and dendritic cells contribute to forming
the  blood-epididymis  barrier,  which
establishes a unique luminal environment
conducive to the maturation, concentration,
protection and storage of spermatozoa. This
review article discusses selected aspects of
transepithelial transport mechanisms and
immunological processes in the epididymis,
which all contribute to the establishment of

male fertility.
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Introduction

L’infertilité est un probléme mondial
croissant qui affecte maintenant de 10 a
20% des couples qui souhaitent fonder une
famille [1-3]. Chez prés de la moitié de ces
couples, linfertilité est causée par des

problémes d'origine masculine.

L'établissement de la fertilité chez les
hommes dépend de plusieurs facteurs,
incluant la production de spermatozoides
par les testicules et leur maturation dans le
tractus reproducteur méale. A leur sortie des

testicules, les spermatozoides sont en effet

EPIDIDYME

canal
déférent
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immatures, et c'est en aval, dans
I'épididyme, qu'ils vont acquérir leur pouvoir
de fécondation. L'épididyme, qui coiffe le
testicule, est formé d'un long tubule dans
lequel les spermatozoides sont transportés
pendant une période qui varie de 5 a 20
jours. Chez les rongeurs, ils sont stockés
dans la partie distale de I'épididyme pendant
ne periode allant jusqu'a plusieurs mois
sans étre degradés, et ils sont délivrés dans

le canal déférent au moment de I'éjaculation

(Figure 1).

U cellules étroites et
claires
G cellules principales
A & cellules basales

! !> cellules dendritiques

Figure 1

Schéma représentatif de I'épididyme de la souris et du rat, montrant les différents segments et illustrant
les différents types de cellules épithéliales et les cellules dendritiques.

16



L'infertilité masculine est causée soit par
une production déficiente de
spermatozoides ou d'androgénes (probléme
testiculaire), soit par une maturation ou un
transport inadéquats (probléeme d'origine
post-testiculaire). Ces déficiences post-
testiculaires induisent la production de
spermatozoides qui ont une faible mobilité
les empéchant d'aller a la rencontre de
l'ovule, et/ou un pouvoir fécondant affaibli
[4, 5]. Ces fonctions cruciales sont acquises
dans la lumiére du tubule épididymaire [6-
11]. L'épididyme est divisé en quatre
régions distinctes qui ont chacune des
morphologies et fonctions spécifiques: les
segments initiaux (présents chez les
rongeurs), caput, corpus et cauda (Figure

1),

Chez I'humain, les segments initiaux sont
considérés absents, bien que la présence
d'un segment comportant des
caractéristiques morphologiques semblables
a celles des segments initiaux de rongeurs
ait été démontrée [7]. De plus, la cauda de
'épididyme humain est moins bien
développée que dans I'épididyme de
rongeurs, indiquant une fonction
d'entreposage réduite chez 'homme [10, 12,
13]. La lumiére épididymaire est tapissée
d'un épithélium pseudo-stratifi€ composé de

quatre types cellulaires: les cellules

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

basales, étroites, claires et principales, dont
la fonction est d'établir un milieu luminal
optimal pour la maturation et conservation
des spermatozoides [6-8, 14, 15]. De plus,
notre laboratoire a récemment montré la
présence de cellules de type dendritique
formant un réseau intercellulaire qui
enveloppe I'épithélium épididymaire [16].
fonction

Une autre importante  de

I'épididyme est de protéger les
spermatozoides du systéme immunitaire de
I'hnomme tout en se protégeant lui-méme
des pathogénes externes. Les cellules
dendritiques de [I'épididyme sont des
candidates de choix pour ces fonctions
immunologiques complémentaires. Cette
revue décrit comment les cellules
épithéliales et dendritiques de I'épididyme
travaillent ensemble pour établir un milieu
favorable a la maturation, protection,
concentration, et conservation des
spermatozoides, processus qui sont
déterminants pour [I'établissement de la
fertilité masculine. Les facteurs impliqués
dans la régulation de la barriéere hémato-
épididymaire ne seront pas décrits ici, mais
nous référons le lecteur a des revues
publiées précédemment sur ce sujet [17,
18]. Il est important de noter que I'état actuel
de nos connaissances a été acquis

principalement grace a la recherche faite sur
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les animaux de laboratoire. Or il existe des
différences significatives entre I'épididyme
humain et celui des rongeurs, ce qui limite
parfois I'application de ces connaissances a
une meilleure compréhension de la fertilité

humaine.

Processus acidifiants dans I'épididyme

Le liquide luminal de I'épididyme est
maintenu a un pH acide de 6.6-6.8 et
posséde une faible concentration d'ions
bicarbonate [19, 20]. Ces facteurs
contribuent a maintenir les spermatozoides
dans un état de dormance pendant leur
séjour dans I'épididyme [21]. En revanche,
le fluide sécrété par les vésicules séminales
et le systeme reproducteur féminin contient
une concentration élevée de bicarbonate, ce
qui contribue a activer les spermatozoides,
un processus nommé capacitation. En effet,
une enzyme directement activée par le
bicarbonate, I'adenylate cyclase soluble
(sAC), est

spermatozoides [22]. Cette enzyme catalyse

présente dans les

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

la production d'AMP cyclique (cAMP),
conduisant a la phosphorylation par la
protéine kinase A de plusieurs protéines
spermatiques essentielles a la capacitation
[23].

L'importance de I'établissement d'un
milieu acide dans la lumiére épididymaire a
été clairement démontrée dans des modéles
animaux. En effet, l'inactivation des génes
c-ros et Foxi1 chez la souris conduit a
l'infertilité méle suite a I'établissement d'un
pH trop alcalin dans le fluide luminal de
I'épididyme [24-26]. Tandis que ces souris
produisent un nombre suffisant de
spermatozoides, ceux-ci ont une mobilité
fonctionnelle et un pouvoir de fécondation
affaiblis. Chez les hommes, des évidences
secondaires indiquent le réle d'un pH
épididymaire acide dans I'établissement de
la fertilité. Par exemple, certains facteurs
environnementaux, tels la fumée de
cigarette et les métaux lourds qui inhibent
les processus acidifiants luminaux de
I'épididyme [27, 28], réduisent également la
fertilité masculine [29, 30].
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Sécrétion de protons par les cellules

étroites et claires

Le facteur de transcription Foxi1 est
exprimé spécifiquement par les cellules
étroites et claires de ['épididyme ou il
contréle I'expression de la pompe a protons,
V-ATPase [25]. Cette enzyme utilise
I'énergie de I'ATP pour sécréter des protons
a travers la membrane plasmique de
cellules spécialisées, telles les cellules
claires de I'épididyme, qui contribuent a
acidifier le liquide luminal épididymaire [31,

32]. Ainsi, la V-ATPase est localisée dans le

lumiere

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

pble apical des cellules claires (Figure 2;
couleur verte). La sécrétion de protons par
les cellules claires est activée par une
accumulation de la pompe V-ATPase dans
la membrane plasmique, suite a la fusion de
vésicules intracellulaires riches en V-
ATPase avec la membrane apicale [8]. La
sécrétion de protons par la V-ATPase
dépend de plusieurs facteurs incluant le
remodelage du cytosquelette [33, 34] et
l'activation des voies de signalisation
intracellulaires par la cAMP et le GMP
cyclique (cGMP) [35, 36].

espace
interstitiel

Figure 2

Double-marquage en immunofluorescence d'une coupe de la cauda de I'épididyme de rat.

Les cellules claires expriment la V-ATPase
(couleur verte) dans leur pole apicale (fleches),
et les cellules principales expriment I'aquaporine
9 (couleur rouge) sur leur membrane apicale.

Les noyaux et spermatozoides sont colorés en
bleu avec le marqueur de I'ADN, DAPI.

Barre = 50 ym.
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Ces processus de régulation dépendent
d'une étroite collaboration entre les
difféerents types cellulaires de I'épididyme.
Une augmentation de la concentration de
bicarbonate dans la lumiére tubulaire active
I'enzyme sAC qui est abondamment
exprimée dans les cellules claires (Figure
3). La cAMP produite par sAC active a son
tour la protéine kinase A induisant ainsi
laccumulation de la V-ATPase dans la
membrane apicale par voie de recyclage
des vésicules riches en V-ATPase, suivie
d'une augmentation de la sécrétion de
protons [37]. Il est intéressant de constater
que sAC est en fait I'enzyme qui permet aux
spermatozoides de s'activer au moment de
I'éjaculation, mettant en Ilumiére le réle
important des bicarbonates dans la
régulation de la fertilité masculine. Dans la
cauda de I'épididyme, les ions bicarbonate
sont sécrétés dans le milieu luminal par les
cellules principales lors de I'excitation
sexuelle [38, 39]. Une augmentation
transitoire de la  concentration de
bicarbonate dans la lumiére épididymaire
contribue a "pré-activer" les spermatozoides
avant I'éjaculation. Il est toutefois essentiel
que le milieu Iluminal réintégre ses
paramétres de pH acide et de faible
concentration de bicarbonate afin d'éviter

que les spermatozoides n'épuisent leur
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réserve d'énergie pendant leur séjour dans
I'épididyme. L'activation des cellules claires
consécutive a la sécrétion de bicarbonate
par les cellules principales est donc un
processus essentiel a la préservation et la
survie des spermatozoides épididymaires.
D'autre part, la signalisation pas les voies
du cGMP joue aussi un role important dans
la régulation des cellules claires. Ce
processus est le fruit d'une interaction
étroite entre les spermatozoides, les cellules
basales et les cellules claires [36] (Figure
3).

Bien que les cellules claires puissent
étre activées du c6té apical par I'ANGII, ces
cellules n'expriment aucun des récepteurs a
I'ANGII [36]. Comment donc peuvent-elles
étre modulées par I'ANGII luminal? En
cherchant la cible potentielle de I'ANGII,
nous avons démontré une propriété
nouvelle des cellules basales.
Contrairement a ce que leur nom indique,
ces cellules projettent de longues et étroites
extensions cytoplasmiques vers la lumiére
de I'épididyme. Ces extensions peuvent
traverser au besoin la barriere hémato-
épididymaire formée par les cellules
épithéliales. Le récepteur de 'ANGII de type
Il est exprimé par les cellules basales, leur
permettant de détecter I'ANGIl dans le

milieu luminal. L'interaction de I'ANGII avec
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son récepteur induit la production de

monoxyde d'azote (NO) dans les cellules

qui
compartiment extracellulaire pour atteindre

basales, diffuse ensuite dans le
les cellules claires ou il active la guanylate
cyclase. La génération de cGMP conduit a
la V-ATPase sur

membrane apicale et activation de

l'accumulation de la
la
sécrétion de protons par les cellules claires.

En somme, I'ensemble de ces résultats a
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mis en lumiére un réseau de communication

intercellulaire  complexe impliquant les
spermatozoides, les cellules basales et les
cellules claires et permettant aux
spermatozoides de "signaler leur présence"
aux cellules claires, par l'intermédiaire des
cellules basales, afin de maintenir le milieu
acide favorable a leur conservation dans un

état de quiescence.

Lumiére

HCO,

@“5: L
ET -/

T

o
@‘ \ﬁcAMP‘\/
GMP £ @

\®

NO

\
Cellule claire

Espace interstitiel

Schéma montrant les différents réseaux de
communication entre les cellules principales, les
cellules basales, les spermatozoides et les
cellules claires. Ces différents mécanismes
jouent un rdle important dans l'activation de la
sécrétion de protons par la V-ATPase qui est
exprimée dans les cellules claires. V-ATPase:
pompe a protons de type vacuolaire, CFTR:
cystic fibrosis transmembrane conductance

-
t-ACE

/e

ANGII

A e \

HCO,

i, WM\MMMWWH

CFTR

Jonctions
serrées

[
[

Cellule principale

.

T

Cellule basale

NO T

-,
(“) V-ATPase

“ AGTR2
Figure 3
regulator, ANGII: angiotensine Il, t-ACE: enzyme
de conversion de l'angiotensine de type
testiculaire, HCO3: ion bicarbonate, CI: ion

chlore, NO: monoxyde d'azote, sGC: guanylate
cyclase soluble, sAC: adenylate cyclase soluble,
cGMP: GMP cyclique, cAMP: AMP cyclique.
D'aprés Shum et al. Cell, 2008, et Shum et al.
Journal of Andrology 2011.
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Transport d'eau

Une autre fonction importante de
I'épididyme est reliée au transport
transépithélial d'eau [42]. Dans les parties
proximales de I'épididyme - les segments
initiaux et la caput - la réabsorption d'eau
permet d'éliminer le surplus des sécrétions
testiculaires et de concentrer les
spermatozoides. La réabsorption d'eau
permet également d'établir un milieu
hypertonique dans la lumiére épididymaire.
I est intéressant de constater que
I'nypertonicité épididymaire varie beaucoup
d'une espéce animale a l'autre (de 360 a
1500 mOsm) et atteint des niveaux plus
élevés chez les espéces hibernantes. Ce
facteur semble en effet contribuer a la
conservation prolongée des spermatozoides
pendant I'hibernation. Dans la partie distale
- la cauda - ou les spermatozoides sont
conservés, une sécrétion d'eau permet de
moduler la viscosité du milieu luminal
épididymaire [43]. Le transport d'eau est
effectué par les cellules principales qui
expriment des protéines transmembranaires
spécialisées, les aquaporines [42]. Celles-ci
forment une famille de 13 protéines (AQPO-
12) dont certaines sont sélectives a l'eau
(AQP0,1,2,45,6 et 8) tandis que les
AQP3,7,9 et 10 sont également perméables

a certaines substances neutres, tel le
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glycérol. Les cellules principales de
I'épididyme expriment fortement [I'AQP9
dans leur membrane apicale (Figure 2;
couleur rouge), et I'AQP7 dans leur
membrane basolatérale [44]. Les AQP5 et
11 sont également présentes dans la
membrane apicale de certaines cellules
principales. Dans les régions proximales de
I'épididyme, le transport d'eau de la lumiére
vers le c6té sanguin suit les mouvements de
sodium, d'une maniére similaire a la
réabsorption d'eau par les reins. Dans la
région distale, la sécrétion d'eau dépend de
I'activité de la protéine CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) qui
est responsable de la sécrétion d'ions chlore
et bicarbonate. Plus récemment, nous
avons démontré qu'une interaction entre
CFTR et AQP9 contribue a la perméabilité
de I'AQP9 [45]. Certaines mutations du
géne cftr causent la mucoviscidose (aussi
connue sous le nom de fibrose kystique),
qui est caractérisée par une atteinte des
voies respiratoires, digestives et
reproductrices. La majorité des hommes
porteurs de ces mutations sont infertiles
suite a un dysfonctionnement de I'épididyme
et du canal déférent [43], et des recherches
actives seront nécessaires pour mieux
comprendre les conséquences de cette
maladie sur les fonctions reproductrices

post-testiculaires.
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Avancées récentes sur

I'immunophysiologie de I'épididyme

Mieux comprendre la nature des
interactions complexes entre I'épididyme et
le systeme immunitaire est nécessaire a
plusieurs titres. D'une part, les infections et
inflammations du systéme reproducteur
male représentent un probléeme de santé
publigue majeur puisqu’elles affectent la
fertilité au moins transitoirement, et souvent
de fagon permanente. Si I'on estime que de
5 a 10% des cas expliqués d’infertilité
masculine ont une origine immunologique
(infection ou réaction auto-immune), un
probléme immunitaire pourrait également
étre a l'origine de nombreux cas d’infertilité
classés "idiopathiques" [46, 47]. D'autre
part, du point de vue fondamental, bien que
immunité de [I'épididyme semble trés
différente de celle du testicule, la plupart
des données scientifiques disponibles a
'heure actuelle concernent ce dernier
organe. Or les spermatozoides doivent étre
protégés contre les agressions venant de
environnement extérieur et également
contre une attaque par le systéme
immunitaire tout au long de leur séjour dans

le systéme reproducteur.
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De nombreuses affections ont un
impact négatif sur la fertilité masculine
méme si elles ne touchent pas directement
les organes reproducteurs; la fertilité refléte
le bien-étre global des individus. Les
médiateurs de linflammation, les cytokines
et les composés libérés par les bactéries
pathogénes ont la capacité de perturber a la
fois la spermatogenése et la fonction
endocrine du testicule. En ce qui concerne
I'épididyme, la pathologie la plus courante
est I'épididymite [48], qui est généralement
causée par une infection bactérienne
transmise sexuellement. Remarquablement,
lincidence de I'épididymite est largement
supérieure a celle de l'orchite, son pendant
dans le testicule. D'une maniére générale,
I'épididyme développe plus facilement des
réactions inflammatoires que le testicule.
Les deux organes n’étant séparés que par
les courts canaux efférents et donc atteints
par les mémes pathogénes, lorigine de
cette différence de susceptibilité est
vraisemblablement de nature
immunologique [49, 50]. Ces différences
sont aussi mises en évidence par des
d'orchite et

modeles  expérimentaux

d'épididymite auto-immune et de
vasectomie chez les rongeurs [51, 52]. Le
systéme reproducteur a mis en place de
puissants mécanismes effecteurs de la

défense innée (par exemple en produisant
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abondamment des peptides antimicrobiens)
qui ne seront pas discutés dans cette revue.
Contrairement au testicule dans lequel les
allogreffes et les xénogreffes ne sont pas
rejetées [53, 54], I'épididyme n'est
généralement pas considéré comme un
organe immunologiquement privilégié. Les
spermatozoides sont auto-antigéniques,
nombreux (chaque testicule humain produit
100 millions de spermatozoides chaque
jour), et arrivent dans I'organisme longtemps
aprés la mise en place de la tolérance
immunitaire centrale [55]; leur survie dans le
systéme reproducteur dépend donc d'un
maintien constant de la tolérance
périphérique. On pourrait considérer que la
tolérance périphérique qui s'établit dans le
testicule est suffisante pour assurer
également la protection des spermatozoides
tout au long de leur séjour dans
I'environnement post-testiculaire.
Cependant, les données publiées au cours
des dernieres années indiquent que
I'épididyme est équipé pour jouer un réle
plus actif dans la maintenance

immunologique de la fonction reproductrice,
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au-dela d'un simple role d'accessoire du

testicule.

L’épididyme comme le testicule
établissent une barriere épithéliale qui
permet de séparer physiquement Iles
cellules reproductrices du compartiment
sanguin et de créer un microenvironnement
optimal pour leur développement et leur
maturation [17]. Cependant, il est largement
admis que la barriére hémato-épididymaire
n‘est pas aussi efficace que la barriere
hémato-testiculaire d'un point de vue
immunologique. Dans les tubes séminiféres,
les cellules de Sertoli établissent un réseau
complexe de jonctions serrées qui
permettent d’isoler totalement les cellules
reproductrices du systéme immunitaire,
alors que la muqueuse de I'épididyme est
plus perméable et permet donc a certaines
cellules immunitaires de coloniser
I'épithélium [56, 57]. Ainsi, des lymphocytes
et des macrophages (souvent décrits sous
le nom de "cellules en halo") ont été
identifiés dans I'épithélium épididymaire dés
les années 1970 [58-60] (Figure 4).
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Figure 4

Eléments de la régulation immunitaire dans la muqueuse de I'épididyme.

De nombreux acteurs potentiellement impliqués
dans I'immunité de I'épididyme ont été décrits,

mais leur origine, leurs fonctions et leurs
interactions sont encore mal connues. Des
cellules immunitaires (lymphocytes, cellules

présentatrices d’antigénes) sont présentes au
sein de I'épithélium et dans linterstitium. Des
mécanismes de transport transépithélial peuvent
transférer du matériel antigénique et des
anticorps de part et d'autre de la barriére
hémato-épididymaire, qui est plus perméable
que la barriere hémato-testiculaire. Les cellules
dendritiques (CD) et les cellules basales sont

idéalement positionnées pour prélever du
contenu luminal gréce a leurs projections
transépithéliales. En conjonction avec les

cellules épithéliales, les cellules présentatrices
d'antigénes peuvent interagir avec les cellules T,
dans I'épididyme ou aprés avoir migré dans les

ganglions lymphatiques, pour moduler les
réponses immunitaires  cellulaires.  Enfin,
I'épithélium exprime des molécules

immunomodulatrices telles que IDO et TGFB1,
qui pourraient étre elles aussi impliquées dans la
régulation de la balance tolérance / défense au
cours de la maturation des spermatozoides. Les
mécanismes de défense innée ne sont pas
représentés. CD: cellule dendritique; Ig:
immunoglobuline; IDO: indoleamine 2,3-
dioxigenase; TGFB1 : transforming growth factor
betal D'aprés Hedger, Journal of Andrology,
2011.
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Nous avons récemment montré que
I'épididyme de souris contient un dense
réseau de phagocytes mononucléaires,
principalement des cellules dendritiques et
des macrophages [16]. La distinction entre
cellules dendritiques et macrophages dans
les tissus non-lymphoides est sujette a
controverse, mais il est généralement admis
que les cellules dendritiques sont
spécialisées dans la présentation des
antigénes aux cellules T naives pour
déclencher une réponse immunitaire
adaptative ou maintenir un état de
tolérance, alors que les macrophages ont
pour fonction principale d’éliminer par
phagocytose les débris cellulaires et les
pathogénes [61-65]. La base du tubule
épididymaire est peuplée sur toute sa
longueur de nombreuses cellules d’aspect
dendritique qui expriment CD11c (intégrine
alpha X) et CX3CR1 (récepteur de la
fractalkine), deux marqueurs fréquemment
utilisés  pour identifier les cellules
dendritiques. Certaines de ces cellules
avaient vraisemblablement été assimilées a
des cellules basales exprimant des
marqueurs macrophagiques [66-68], mais

nos données récentes indiquent que les
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cellules dendritiques, comme les
macrophages, bien que présentes a la base
de I'épithélium, sont morphologiquement et
phénotypiquement distinctes des cellules
basales proprement dites (Figure 4).
L’analyse de suspension de cellules
épididymaires par cytométrie en flux a
montré que I'épididyme contient en fait une
population trés hétérogéne de phagocytes
mononucléaires qui expriment de nombreux
marqueurs  retrouvés, dans  d’autres
organes, a la surface des macrophages et
des cellules dendritiques (tels que CD11b,
CD11c, CD103, F4/80 ou MHC class II).
D'autre part, ces cellules dendritiques
épididymaires  présentent efficacement
I'antigéne OVA aux lymphocytes T CD4+ et
CD8+ in vitro. Si [I'hétérogénéité des
phagocytes mononucléaires de I'épididyme
n‘est pas surprenante en soi, leur
abondance et leur apparence dans les
segments proximaux de I'épididyme sont
plus intrigantes. Dans le segment initial, les
cellules dendritiques projettent de
nombreuses et fines extensions entre les
cellules épithéliales en direction du

compartiment luminal (Figure 5).
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Section du tube épididymaire dans le segment initial d'une souris CD11c-EYFP.

L'expression de la YFP (couleur verte), sous le
contréle du promoteur de CD11c, permet de
visualiser les cellules dendritiques. Dans le
segment initial, les cellules dendritiques sont
localisées a la périphérie du tube et projettent

La fonction de ces dendrites dans le
segment initial reste a élucider, mais il est
raisonnable de penser que les phagocytes
mononucléaires cherchent a établir un

contact avec le contenu de la lumiére

tubulaire. Notre hypothése de travalil,
renforcée par le fait qu'une sous-population
de cellules dendritiques exprime CD103, est

que ces cellules interviennent dans le

des extensions entre les cellules épithéliales, en
direction de la Ilumiére ou circulent les
spermatozoides. La couleur rouge a été obtenue
avec du bleu de Evans. Barre = 10 um.

maintien de la tolérance envers les

spermatozoides. Cette possible fonction

tolérogénique reste a démontrer, mais

d'autres travaux récents indiquent que

'épididyme, au moins dans sa partie

proximale, constitue un environnement
immunosuppresseur. En effet, 'enzyme IDO
(indoleamine 2,3-dioxigenase), qui contrdle

le catabolisme du tryptophane et apparait
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comme un régulateur essentiel de Ila
réponse immunitaire [69], est abondamment
exprimée dans les segments proximaux de
I'épididyme [70-72]. La fonction précise de
DO épididymaire reste également a
déterminer, mais les souris dépourvues de
IDO présentent un nombre élevé de
spermatozoides anormaux, et les segments
proximaux de leur épididyme accumulent
des marqueurs de linflammation. D'une
maniere générale, le profil d'expression des
cytokines immunorégulatrices, des facteurs
de croissance et les voies de signalisation
de I'épididyme sont assez peu documentés
[73]; des molécules telles que TGFp1
(transforming  growth factor  betat)
pourraient toutefois étre synthétisées dans

I'épithélium épididymaire [74].

En somme, les mécanismes qui
régulent les réponses immunitaires dans
I'épididyme sont encore mal connus et
sirement trés complexes [52], mais |l

apparait de plus en plus probable que les
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nombreuses cellules (macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes et cellules
épithéliales), les acteurs de la réponse
innée, les cytokines et les médiateurs de
linflammation agissent de concert pour
créer, au moins dans les segments
proximaux de I'épididyme, un
environnement  immunosuppresseur et
tolérogénique. Les phagocytes de
I'épididyme proximal et I'abondante enzyme
IDO sont également idéalement positionnés
pour permettre un "contréle de qualité" des
spermatozoides, possiblement en éliminant
des spermatozoides anormaux au cours de
leur maturation, méme si l'existence de ce
contréle est sujette a controverse [75]. Afin
que la meilleure compréhension de
l'immunophysiologie de I'épididyme puisse
se traduire un jour par des applications
cliniques (comme l'immunocontraception), il
est essentiel de disséquer in vivo la fonction
de tous les acteurs de l'immunité décrits
dans cet organe, qui constitue un modéle
original et passionnant d'immunologie

mucosale.
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Conclusion

L'état actuel de nos connaissances a mis en
évidence un réseau de communication
intercellulaire complexe dans le tractus
reproducteur méle. Les différentes cellules
épithéliales formant la barriere hémato-
épididymaire et les cellules dendritiques
enveloppant le tubule  épididymaire
travaillent d'une fagon concertée afin
d'établir et de maintenir un milieu luminal
optimal a la maturation, concentration,
conservation et stockage des

spermatozoides. Tandis que I'épididyme

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

joue un réle primordial dans I'établissement
et la régulation de la fertilité male, cet
organe n'est étudié que dans peu de
laboratoires a travers le monde. Il est
nécessaire d'acquérir plus de données sur
cet organe encore mal caractérisé afin de
mieux comprendre les mécanismes
cellulaires et moléculaires responsables du
maintien et de la préservation de la fertilité
male, une fonction cruciale qui est menacée

mondialement.
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surabondance de

Malgré une

connaissances expérimentales et
d’analgésiques pleinement efficaces, la
douleur demeure encore hautement
négligée en biomédecine. La prise en
charge du patient souffrant implique quatre
étapes: considérer la douleur de [lautre,
'évaluer, la soulager et valider le
soulagement. La premiére étape, pourtant
essentielle, demeure la grande négligée.
Une revue de littérature apporte des
éléments incomplets de réponse pour
expliquer le sous-traitement de la douleur:
les variabilités intrinséques du patient,
I'orientation biomédicale de la recherche, les
barriéres institutionnelles. Nous suggérons
que la relation médicale (dyade soignant-
soigné) est sous-étudiée alors qu'elle est
centrale et déterminante pour le patient

souffrant. Plus spécifiquement, le médecin
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est souvent considéré comme étant un
moule générique et uniquement dépositaire
de connaissances factuelles. Pourtant, il est
tout aussi unique que ses patients de par
ses caractéristiques psycho-socio-
spirituelles. Nous insistons sur la place de
l'identité spirituelle du médecin (qui suis-je)
en tant que base subjective fondamentale,
afin d’étre capable de considérer la
subjectivité du vécu douloureux du patient
souffrant. Puisque la chronicisation de la
douleur entraine des répercussions fort
colteuses sur le plan personnel et sur le
systéme de santé, nous proposons que la
considération de la souffrance subjective de
l'autre par le médecin soit le moyen le plus
shr et le plus efficace afin de soulager le
patient sans escalader les colts de santé
reliés aux répercussions multiples de la

douleur chronique.
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Summary

Despite much experimental knowledge and
the existence of valuable analgesics, pain is
stil a neglected phenomenon in the
biomedical field. The management of
suffering, and pain in particular, typically
involves four steps: the initial consideration
of pain, the assessment of pain, pain relief,
and the confirmation of therapeutic success.
Although the first step is essential, it
remains largely overlooked. Regrettably, a
thorough review of the literature provides
but an incomplete explanation for the
continued under-treatment of pain. We
argue that the medical relationship itself is
an essential component to the resolution of
under-treated pain, but remains

inadequately studied. We also propose that
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the physician is too often regarded as a
generic provider of factual knowledge. Yet,
the physician is as unique as his/her
patients are. We believe it is essential to
emphasize the physician's spiritual identity
(who am 1) when seeking to promote
optimal patient-physician relationships and
when seeking to resolve the plight brought
forth by needless pain. Considering the
financial and human cost of chronic pain, we
propose that consideration for the pain of
others, stemming from a careful
consideration of one's own
sensitivity/identity is the safest and most
effective way to relieve pain and suffering,

and to avoid escalating health costs.
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Introduction

La douleur est souvent considérée comme
étant le plus vieux probléme médical [1].
Malgré une surabondance de
connaissances expérimentales et
d’analgésiques pleinement efficaces, la
douleur demeure, malheureusement, un
phénoméne encore hautement négligé par
'ensemble du corps médical [2-5]. Du fait,
Taylor estime a 80% le nombre de
recevant une

personnes analgésie

inadéquate de par le monde [6].

Nous avons revu la littérature a la recherche
d’explication du phénoméne de |la
persistance du phénoméne du sous-
traitement de la douleur. Selon nous, il est
nécessaire d'analyser ce phénoméne en le
situant dans le contexte d'une biomédecine
hautement technologique, a visée presque
exclusivement curative - du moins dans
limaginaire des utilisateurs. Une premiére
surprise est la grande satisfaction des
patients par rapport a la prise en charge de
leur douleur, malgré wune analgésie
objectivement qualifiée d'insuffisante [7,8].
Cela peut rendre perplexe. Nous proposons
que cette satisfaction (étonnante) des
patients démontre surtout la croyance et le

respect qu'ils entretiennent envers
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l'institution biomédicale dans son ensemble,
le besoin d’étre soigné (besoin attentionnel,
relationnel) et la peur de perdre les soins
offerts, mais elle ne représente pas la
qualité des soins analgésiques regus [9].
Cette satisfaction biaisée pourrait étre un
premier élément explicatif du sous-
traitement de la douleur (objectivement
mesurée), élément encore mal apprécié et
peu étudié, mais qui met en lumiére la
centralité du processus relationnel dans la
considération de la douleur de I'autre.

Ajoutons a cela la révision des bases du
soulagement de la douleur. Nous
discernons 4 étapes essentielles pour sa
prise en charge: considérer la douleur
(entendre la plainte), évaluer en quantifiant
lintensité et les répercussions, soulager
pharmacologiquement et
psychologiquement, valider [l'efficacité du
soulagement selon le patient [10]. Les deux
étapes intermédiaires sont celles qui ont
recu le plus dattention de la part des
chercheurs [11-13], mais nous constatons
que cela est insuffisant. Les premiéeres et
quatriemes étapes sont centrées sur
I'expérience subjective du patient et sont par
le fait méme, plus difficiles a étudier, voire a

objectiver [14,15]. Nous proposons de nous
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attarder a la toute premiere étape:
considérer la douleur, soit considérer
« l'autre qui a mal ». A ce titre, plusieurs
autres auteurs investissent depuis peu
'angle relationnel comme facteur explicatif
du sous-traitement de la douleur [16-18].

Nous continuons dans cette lignée.

Dans cet article, nous explorerons en
premier lieu les pistes explicatives de
résolution de la douleur envisagées dans la
littérature pour contrer le phénoméne de la
persistance de la douleur, soit i) du c6té des

variabilités individuelles du patient, ii) du
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coté institutionnel et iii) du cété de la relation
meédicale et du médecin. Nous jugeons ce
dernier aspect comme étant
particulierement important puisque la
douleur implique nécessairement un facteur
relationnel qui débute par la considération
de [l'expérience douloureuse de [lautre.
Ainsi, trop longtemps, nous avons négligé la
part du sujet-médecin dans le phénoméne
de la persistance du sous-traitement de la
douleur. Cet article se veut une revue et une
réflexion pour étudier plus a fond cet aspect

du soin de la douleur.
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Les pistes explicatives et de
résolution proposées par la

(ittérature

1) Les variabilités individuelles du

patient

De grands efforts en recherche
fondamentale sont déployés pour mieux
expliquer les mécanismes
neurophysiologiques de la douleur avec plus
de 6000 articles publiés depuis 2000 [19].
Ces études s’intéressent principalement a la
compréhension du phénoméne biologique
de la douleur plus qu'au sujet/patient

souffrant.

Parmi les particularités propres au patient
qui sont étudiées, on note l'anxiété [17], les
attentes [20], I'évitement de la douleur [21],
la recherche effrénée d’information [22], les
pensées négatives [23], les mécanismes
d’adaptation (coping) déficients [24] et
l'indicibilité de la douleur [25,26].

De fagon intéressante, la non-acceptation
de la présence de douleur par le patient [27]
est un facteur prédictif de persistance de la
douleur. Mais peut-il en étre autrement dans
notre biomédecine qui clame les miracles

curatifs? Autant le médecin que le patient
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sont en attente du reméde magique
guérissant la douleur. Ainsi, la non-flexibilité
psychologique [28] face a I'acceptation de la
douleur semble intervenir davantage que la
kinésiophobie [29] en tant que prédicteur de
l'invalidité, de I'insatisfaction face a la vie, et
de la dépression [30]. En contrepartie, les
patients qui s’adaptent facilement
(résilience) pourraient faire preuve d’une
réponse

positive aux suggestions

analgésiques [31].

Parmi les autres variabilités personnelles
rapportées pouvant expliquer le sous-
traitement de la douleur, il faut noter
plusieurs éléments sociologiques [32], tels
les facteurs raciaux et d’ethnicité [33,34] et
les facteurs culturels [35]. Ainsi, les
variabilités individuelles sont telles qu’une
seule étude ne peut toutes les réunir.
Cependant, le médecin en pratique les
croise quotidiennement et se doit de les
incorporer a son analyse clinique.
Evidemment, le tout se fait inconsciemment

le plus souvent.

2) L’institutionnel (hépitaux et

écoles de médecine)

Devant la persistance du phénoméne de la
douleur et le peu de considération que ce
symptdbme recoit, certains se sont tournés

vers les réglementations et les politiques en
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tant qu’élément nécessaire au soulagement
de la douleur [36]. Nous assistons ainsi a la
prolifération de consensus, de protocoles, et
d'avis d'experts, mais ces derniers
conduisent a des résultats variables, allant
de peu utiles [37,38], a trés efficaces
[39,40].

D’autres voies, plus politiques que
pratiques, abondent dans le méme sens.
Ainsi nous assistons aujourd’hui a la genése
de, soi-disant nouveaux concepts, tels: la
douleur en tant que 5° signe vital [41], la
douleur en tant qu’entité médicale a part
entiére [42], la prise en charge de la douleur
et 'amélioration de la qualité de vie [43], la
douleur en tant qu'effet secondaire [44], la
douleur proclamée probléme de santé
publique [45], et le soulagement de la
douleur en tant que droit humain

fondamental [35].

Alors que la recherche sur la douleur est
principalement individualiste et biologique,
les initiatives institutionnelles sont plus
socialement centrées, mais encore une fois,
les résultats cliniques pour le patient

souffrant se font attendre.
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3) La relation médicale
3.1) La dyade soignant-soigné

Une prémisse importante pour I'avancement
des connaissances en matiére de soins aux
malades est certainement le souci du
patient. Cependant, il est fort peu probable
gu’'une solution unique puisse répondre a
toutes situations cliniques, puisque toute
rencontre, toute dyade soignant-soigné, est

unique.

Ainsi, en tout début de parcours, le patient
souffrant rencontrera un médecin, qui aura
un effet décisif sur lui et le devenir de sa
douleur. Ce patient pourra étre stigmatisé,
normalisé, entendu, référé, néglige,
soulagé. A ce titre, quatre types différents
de relation patient-médecin ont été définis:
paternel (le médecin décide des actions a
informationnel

prendre), (respecte

fermement  l'autonomie  du  patient),
interprétatif (échange d’informations) et
délibératif (discussion). Selon le type adopté
par le médecin, les résultats cliniques sont
fort différents [46]. D’'un autre coété, les
patients peuvent étre actifs, collaborateurs,
passifs. Ainsi, I'équation de [linteraction
patient-médecin est hautement complexe et
difficile a étudier, ce qui peut expliquer le

peu de recherche sur le sujet. Et pourtant,
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l'interaction patient-médecin pourrait étre
plus que déterminante dans le phénoméne

du sous-traitement de la douleur.

Ainsi, non seulement la variabilité du patient
joue un réle important dans la douleur
chronique, mais le médecin présente aussi
des variabilités qui influenceront I'accueil du
patient et le traitement offert. Méme s’il est
le dépositaire de connaissances assez
homogeénes, I'utilisation de ces
connaissances est inconstante selon Ila
situation clinique. Par exemple, les jeunes
enfants recoivent moins d’analgésie (doses
équi-analgésiques) pour des pathologies
comparables [47,48]. Les soignants traitent
différemment la douleur selon le sexe, les
femmes prescrivent davantage d’opioides
que les hommes médecins et les femmes

patientes en recoivent davantage [49].

D’autres facteurs subjectifs et « presque
invisibles » influencent le médecin face a
des situations cliniques particulieres. Ainsi,
a la salle d’'urgence, la peur de nourrir une
narcomanie présumeée [50], 'impossibilité de
prouver objectivement la  douleur en
labsence de Iésion visible [51], et
lopiophobie [52] sont avancées pour

expliquer la non-considération de la douleur.

En somme, toute rencontre médicale

impliquant un soigné et un soignant conduit
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inévitablement a une possibilité quasi-infinie
de délibérations, de conduites et au final, de
résultats cliniques (analgésiques) fort

différents.
3.2) La réassurance et la communication

A Tlautre extréme du patient en douleur
aigie a la salle d’'urgence (avec un faciés
grimacant et une physiologie parlante), il y a
le patient qui se plaint de « vagues »
symptdbmes, telles la souffrance ou la
douleur chronique sans cause somatique
évidente. Ce manque de repéres
physiologiques nuit au patient : son langage
non verbal est alors en désaccord avec son
langage verbal. La considération de ses
propos et de son vécu expérientiel devrait
alors devenir le coeur de la rencontre
médicale. Car plus une douleur perdure,
plus les interprétations sur le sens de cette
expérience non désirée prennent de

limportance dans la vie du patient.

I n'est plus a défendre lidée que les
patients ont leurs propres croyances,
interprétations et attitudes face aux
symptdmes présentés au médecin. Ainsi, il
fut maintes fois suggéré (voire supplié) que
prendre soin avec compétence des
émotions du patient souffrant améliore sa
condition

cliniue [63] et quune

réassurance adéquate pourrait permettre a
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la fois de réduire les interventions et de
calmer le patient. Malheureusement, les
résultats de recherche cliniques n’abondent
pas en ce sens [54] puisque ces patients
peuvent surtout désirer un soutien émotif et
non pas une « fausse » réassurance ou des
interventions  somatiques (tests  ou
[55,56].

réassurance semble étre utile surtout pour

médications) D’ailleurs, la

ceux qui sont peu anxieux [57].

Dans le méme ordre d’idée, la normalisation
(réassurance que tout est dans lordre
normal des choses) est aussi une attitude
médicale populaire, faisant partie de 78 %
des consultations chez I'omnipraticien [54].
Mais cette réassurance n’est bénéfique que
si elle est ancrée sur les préoccupations

physiques et psychologiques du patient [58].
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Trop souvent, les médecins méprisent ces
repéres psychologiques offerts par les
patients. Selon Salmon, les interventions
somatiques sont une fagon pour le médecin
d’éviter a avoir a offrir un engagement
émotif avec le patient [55]. De plus, notons
que la douleur est percue depuis quelques
années comme étant un mode de

communication [59,60].

En somme, il est dorénavant impossible de
vouloir comprendre la douleur en la
séparant de sa composante relationnelle.
Soulager la douleur est un non-sens, il s’agit
de soulager le patient souffrant. Et
justement, cette composante relationnelle
implique inévitablement un soignant, le

meédecin.

42



Notre piste de solution :

explorer le « soignant »

Ce qui précéde se voulait une analyse
servant a démontrer [limportance de
I'attitude du soignant dans la considération
du vécu douloureux du patient. Comme
d’autres, nous pensons que lattitude, la
personnalité et la spiritualité du médecin
dans la prise en charge des patients sont

des facteurs importants [61,62].

Pour le médecin, comment est-il possible
d’en venir a la considération de l'autre en
tant que sujet unique, autonome et vivant
une expérience subjective et invisible de
douleur dans une biomédecine objective
axée sur I'étiologique, le visible, le curatif et
la performance? L’éducation médicale prise
isolément seule ne semble pas y arriver
[63].

Ainsi, pour venir a bout du sous-traitement
de la douleur, nous suggérons qu’il faut
s’adresser non pas uniquement aux
connaissances factuelles du médecin, mais
bien a sa subjectivité, s’adresser a QUI |l
est. Paul Ricceur, philosophe, divise
lidentité de tout individu en QUE suis-je
(moi social, extérieur) et QUI suis-je (moi
intime, spirituel) [64], ce qui implique une

pratique réflexive sur soi, au-dela de
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I'expertise cognitive [36]. Ainsi, étre capable
de considérer la subjectivité du patient
passe nécessairement par la
reconnaissance de sa propre subjectivité en
tant que médecin, ce qui va a I'encontre du
paradigme de la pure  objectivité

biomédicale.

Qu’en est-il de cette reconnaissance de la
subjectivité du soignant? L’objectif général
de la formation médicale devrait coupler la
croissance des connaissances factuelles a
une réflexion personnelle afin de parvenir a
un véritable professionnalisme meédical
[36,65]. A ce titre, la compétence
émotionnelle (force, intelligence, résilience
et régulation émotive) et la capacité
réflexive font partie de la compréhension de
I'interaction patient-médecin. Mais,
actuellement, la formation médicale (du
moins en Amérique du Nord) s’attarde peu a
I'émotionnel, au social et au spirituel de
l'étudiant. De par sa charge émotive
négative, la douleur exprimée par le patient
crée un impact négatif sur I'étudiant en
formation (frustration, suspicion, dysphorie)
et cet aspect est peu souvent relevé et
épaulé par les superviseurs. L'empathie est
depuis quelques années soulignée en tant
que facteur a explorer pour mieux soigner la
douleur [66-68], mais tristement, 'empathie

diminue avec le niveau de formation.
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Dans ce contexte particulier de la douleur, le
réle du médecin est complexe: transmettre
de Tlinformation tout en s’engageant
affectivement avec un patient, alors que
I’émotion négative est palpable [58,69]. De
plus, le médecin devra percevoir et décoder
a la fois les mots et les sous-entendus. Et
cette perception ne peut étre neutre: chaque
soignant posséde son schéma perceptuel
propre. D’ailleurs, percevoir n’est pas un
phénoméne passif [70]: nous rejetons les
données qui nous semblent discordantes,
nous ignorons ou déformons les faits
génants qui se refusent a linsertion dans
notre schéma habituel d’interprétation.
Personne ne voit un film de la méme fagon
que son voisin ! Ainsi, nos connaissances
médicales sont intégrées dans notre
schéma de représentation afin de respecter
le sens de notre vie, béatie sur nos
expériences cumulées. Et nous percevons
'expérience de douleur du patient selon ce

méme schéma.

Nous proposons que la spiritualité soit a la
base de ce schéma perceptuel propre a
chacun. Il ne faut pas confondre Ila
spiritualité  (intérieure) et la religion
(extérieure: rites, prieres, dogmes). Nous
proposons que la spiritualité du soignant soit

essentielle dans la considération de la

douleur de l'autre. Le sens de notre vie est
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faconné par notre spiritualité, aussi définie
en tant que réalisation de soi ou encore
« devenir qui I'on est». La spiritualité est
une expérience humaine de recherche de
sens qui transite par le lien avec les autres,
la nature et/ou un étre supérieur [71]. Nos
croyances, pensées, souhaits, espoirs sont
en fait ce qui nous fait choisir ce que nous
percevons. Voir, percevoir, entendre et
comprendre la souffrance du patient touche
inévitablement a notre spiritualité, a notre

facon de concevoir la vie.

Et la vie vient avec son lot de souffrance,
méme si notre société postmoderne veut
bien nous faire miroiter que cela ne devrait
pas étre le cas. Dans ce contexte, il est
connu que les grandes souffrances peuvent
entrainer une transformation positive si la
personne saisit I'occasion pour prendre le
temps de réfléchir sur sa vie [72,73]. Cela
est vrai autant pour le patient que pour le
médecin. A la différence que le médecin
rencontre quotidiennement de la souffrance.
Se permet-il une réflexion pour en
apprendre [74,75]? Si oui, cela serait trés
utile afin de mieux comprendre I'expérience
du patient qui souffre et pourrait méme
permettre aux médecins de considérer le
patient en tant que source de formation et

de sagesse [76].
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Discussion

Malgré une biomédecine hautement
technologique, il est déplorable de constater
que la douleur demeure encore sous-traitée.
En dépit d'une revue de littérature
exhaustive, la réponse a cette sous-
considération de la douleur demeure
obscure. Nous proposons de chercher du
c6té du « médecin-individu ». Celui-ci
présente inévitablement tout autant de
variabilit¢ que ses patients. Et clest
d’ailleurs sur ce médecin-individu que
repose la responsabilité de remédier au
soulagement du patient. Mais cette
variabilité inévitable du soignant est mal vue
en biomédecine curative: nous voulons des
« clones » de médecins, tous compétents et
performants, mais qui ignorent « qui» ils
sont. Il N’y a qu’en médecine palliative que

cet aspect semble s’inverser [77,78].

Il est connu que nous « construisons » nos
vies [79,80]. La thérapie narrative est
d'ailleurs basée sur ce fait [81]. Notre

identité narrative se crée par les récits que
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nous faisons de nos vies. A ce ftitre, le
patient souffrant insére les paroles du
médecin dans son récit, conférant ainsi un
réle central aux paroles et attitudes du
médecin dans son identit¢ méme de
malade. Mais « narrer » sa vie est autant
nécessaire pour le soignant que pour le
soigné [65]. Comment pouvons-nous
prendre en compte I'expérience du patient si
nous ne reconnaissons pas chez nous
(médecins), nos propres expériences? |l est
impossible de percevoir « I'invisible » chez
l'autre si nous nous ne I'explorons pas pour

nous-mémes.

Afin de limiter les conséquences négatives
de la biomédecine (austére et systématique)
sur le patient souffrant, il est temps de
différencier la recherche médicale qui a pour
but de « guérir les maladies » de l'art de la
médecine qui est de «soigner les
malades » [82,83]. Il est temps de laisser
plus d’espace au sujet souffrant plutdét qu’a
la douleur [61]. Il est temps de laisser plus

d’espace au sujet-médecin.
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Conclusion

En biomédecine, le médecin semble étre
condamné a n’étre qu'une ressource
encyclopédique ne possédant pas d’identité
bio-psycho-socio-spirituelle  propre, mais
cela ne saurait, ne pourrait et ne devrait pas
étre le cas. Puisque la douleur est d’abord
et avant tout une expérience subjective, elle
ne peut résonner qu’avec la subjectivité du
médecin, qu’il doit donc nécessairement
s’autoriser a percevoir et a exprimer. Pour
réussir a contrer le phénoméne de Ila
persistance du sous-traitement de la douleur
en notre ére technologique, nous devons
accepter de transformer notre fagon de nous
percevoir, nous les soignants. Ce n’'est qu’a
ce titre que nous en viendrons a considérer

la douleur de l'autre, a ne plus la négliger.
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Cette reconnaissance du vécu douloureux
de l'autre (voire son identité de malade)
autorisera ultimement I'offre de
soulagements précoces, agressifs, ciblés et
adaptés au patient devant soi afin de
diminuer la chronicisation de la douleur,
chronicisation qui entraine des codts
faramineux au systéeme de santé. Afin de
contrer cette flambée, les deux
composantes de la dyade soigné-soignant

devraient mériter I'attention des chercheurs.

Conflit d’intéréts: aucun pour les deux

auteurs.
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Résumé

L’expression des génes est modulée par
divers mécanismes de régulation. La
cartographie des interactions entre
'ADN et les facteurs de transcription
permet de comprendre la régulation de
'expression génique. L’étude de ces
mécanismes est souvent effectuée avec
du matériel nucléaire purifié; cependant,
les conclusions peuvent étre
spéculatives et incompletes. Il est aussi
possible de cartographier les facteurs de
régulation d’'un géne par la technologie
LMPCR (Ligation-Mediated PCR,
Réaction de Polymérisation en Chaine
Permise par un Adaptateur). Utilisée
avec les techniques in vitro, cette
approche in cellulo approfondit nos
connaissances des mécanismes de

régulation d’expression des génes.
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Summary

Genes of the human genome are
regulated by a series of complex
mechanisms.  Essential data are
obtained by mapping transcription
factors from a particular gene. The
collected and processed data may bring
about important clues to help
understand the regulation of a particular
gene and to establish fundamental
principles of gene regulation. In most
studies, substrates and materials used
to study gene expression are obtained
following nuclear purification. Although
experiments on such material bring
essential information, this information is
generally incomplete and often, only
speculative conclusions can be drawn
from it. Transcription factors from a
specific gene can be mapped inside
human living cells with LMPCR
(Ligation-Mediated Polymerase Chain
Reaction) technology. This in cellulo
approach combined with classical in
vitro techniques contributes to the
understanding of the mechanisms that

control gene expression.

53



Introduction

Les mécanismes de régulation de
I'expression des génes sont au coeur de
la biologie cellulaire et moléculaire. Le
développement d’'un organisme depuis
sa fécondation jusqu'a l'dge adulte
dépend de I’harmonisation de
'expression de ses génes en réponse
aux stimuli (Figure 1A). Au cours de
'embryogenése, la multiplication et la
spécialisation de cellules contenant la
méme information génétique formeront
divers organes et tissus. Certains génes
ont une fonction de régulation dans le
temps et dans les tissus appropriés [1-

3]. Sans une régulation étroite de la
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transcription, I'expression anarchique
des génes nuirait au métabolisme
cellulaire normal, au développement et a
la survie de l'organisme. Le processus
de cancérogenése incarne parfaitement
les conséquences de [I'expression
inadéquate de certains génes. A titre
d’exemple, I'expression de 'oncogéne c-
myc, un facteur de transcription, est
accrue suite a la translocation 8;14, car
son expression est controlée par le
promoteur du géne des chaines lourdes
des immunoglobulines [4, 5]. Cet article
s’attarde a situer la contribution de
'analyse intracellulaire de 'ADN dans
'étude des différents mécanismes de

régulation de la transcription des génes.
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Les principes de la
régulation de Lexpression
génique

Les premiers modéles

Bien avant que le génome humain ne
soit cartographié, les scientifiques ont
entrepris d’étudier les mécanismes de
régulation de l'expression des genes.
Les premiers concepts ont été formulés
par Francois Jacob et Jacques Monod,
récipiendaires du Nobel de
physiologie/médecine en 1965 [6-8]. lIs
proposaient I'existence d’'un messager

servant d’intermédiaire entre les génes
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et leurs effecteurs biochimiques, les
protéines (Figure 1A). Comme le
messager est tributaire de I'expression
dun géne, il devait exister un
mécanisme contrélant la production du
messager. lls postulérent le concept de
l'opérateur. Ce dernier, aujourd’hui
appelé promoteur, devait contrdler
'expression d’'un géne a la maniére d’un
interrupteur. Des répresseurs étaient
lies sur [l'opérateur et bloquaient
'expression d’'un géne et la production
du messager. Les connaissances
actuelles ont confirmé et consolidé ces

premiers modéles [9, 10].
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Figure 1

A) Principales étapes de production d’une de la transcription sont identifiés sur le
protéine. Chaque étape (*) correspond a un promoteur (TATAAA : boite TATA, SIT : site
point de contrble de I'expression d’'un géne. d’initiation de la transcription, DPE:

Downstream core Promoter Element).
B) Structure d'un géne classique. Les

différents éléments de contrble de I'initiation
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L’organisation de [I’ADN permet Ia
régulation des génes

Dans le noyau, 'ADN est condensé sous
forme de chromatine et organisé de maniére
séquentielle et ordonnée [11, 12].
L’organisation structurale de ’ADN constitue
un mécanisme de répression de la
transcription des génes ([12]; Figure 1B).
L’acétylation des histones et la méthylation
des CpGs influencent aussi la structure de
la chromatine [13-15]. Les facteurs de
transcription se lient a des séquences
particuliéres et régulatrices en amont des
genes (Figure 1B), modulant la transcription
de ces derniers. lls peuvent agir sur la
condensation de la chromatine, l'initiation de
la transcription et I'élongation du transcrit. Si
certains facteurs de transcription comme
Sp1 sont associés a [lactivation d’une
multitude de génes [16]; d’autres sont
limités a des génes particuliers (p53; [17]).
Cependant, certains facteurs protéiques
interagissent avec I'’ADN pour en bloquer
'accés et empécher la transcription [18]. La
concentration adéquate de facteurs de
transcription est déterminante pour initier la
transcription d’un géne [16, 18]. Plusieurs
génes adjacents sur un chromosome sont
souvent co-exprimés, donnant lieu a une co-
expression régionale [19, 20]. L’organisation
nucléaire en domaines de transcription est

caractérisée par la présence de deux génes
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participant au méme phénotype mais
localisés sur des chromosomes différents
confinés dans un méme domaine de
transcription, soit trés prés I'un de l'autre
dans le noyau interphasique [21-24]. Ces
deux phénomeénes faciliteraient I'expression
simultanée de génes participant au méme

phénotype.

La structure et I’expression d’un géne

Les génes codants sont constitués de deux
parties (Figure 1B): la séquence transcrite
composée d’exons et d’introns, renfermant
linformation pour produire une protéine, et
la séquence régulatrice ou promotrice,
située en amont de la séquence codante et
contrélant la production du messager.
Certaines séquences introniques de génes
participent a la régulation de la transcription
[25-27]. Le promoteur, qui peut s’étendre
sur des milliers de paires de bases (pb), est
divisé en trois parties distinctes: la région
promotrice  proximale s'étend des
nucléotides -30 a +30 par rapport au site
d’initiation de la transcription (SIT). Elle lie et
positionne I'holoenzyme (ARN polymérase Il
et cofacteurs) au SIT. Cette région contient
la séquence conservée TATAAA (boite
TATA). Le positionnement de I'holoenzyme
au SIT peut se faire avec ou sans protéine
TBP (TATA box Binding Protein). Les
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séquences initiatrices (initiator : nucléotides
-4 a +3) et DPE (Downstream core
Promoter Element : nucléotides +30 a +36)
permettent aussi le positionnement de
'holoenzyme au SIT [28-31]. Quant aux
genes ubiquitaires ou génes d’entretien qui
ne comprennent pas de boite TATA ni
séquence initiatrice, ils possédent en
revanche plusieurs SIT, un promoteur riche
en GC et de multiples sites de liaison pour
Sp1 positionnant I'holoenzyme aux SIT.
L’holoenzyme est capable d’initier la
transcription in vitro mais des cofacteurs
sont nécessaires pour initier la transcription
in cellulo. Linitiation efficace de Ia
transcription in cellulo nécessite une
seconde région du promoteur située en
amont de la région promotrice proximale et
ou se trouve la majorité des séquences
reconnues par des facteurs de transcription
(séquences consensus; Figure 1B). La
région stimulatrice/inhibitrice est
localisée quant a elle en amont du SIT. Elle
participe a la régulation de la transcription
[32, 33]. Sa fonction ne fait aucun doute
mais ses mécanismes d’action demeurent

encore imprecis [27, 34].

Suite a un stimulus, les facteurs de
transcription se lient aux séquences
régulatrices du promoteur pour activer

lexpression d'un géne [32, 35, 36].
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L’ouverture localisée de la chromatine

permet alors a dautres protéines
activatrices d’accéder a leur séquence de
reconnaissance. Ces protéines recrutent et
stabilisent I'holoenzyme au SIT du
promoteur pour une initiation efficace de la
transcription. Les protéines régulatrices
stabilisent la liaison de I'’holoenzyme au SIT,
augmentant le nombre d’initiations de
transcription efficaces. Des génes comme la
3-globine nécessitent une restructuration
plus étendue de la chromatine pour étre
activés [37]. Les séquences LCR (locus
control region) situées aux extrémités des
génes rendent possible la restructuration de
la chromatine sur de grandes distances [38,

39].

Certains facteurs favorisent la transcription,
d’autres I'inhibent. L’action des répresseurs,
tout comme la perte d’activateurs, peut
mener a la re-condensation de Ia
chromatine ou a une déstabilisation de la
liaison de [I'holoenzyme au SIT. Ces
éveénements entrainent larrét de |la
transcription. Certains facteurs ont besoin
d’'un cofacteur ou d’'une modification post-
transcriptionnelle pour étre actifs [40].
D’autres, comme les récepteurs des
glucocorticoides, nécessitent la liaison d’un

ligand pour transactiver [41]. Certains
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facteurs concentrent leur action a un type
cellulaire particulier comme Pitx3, exprimé
uniguement dans le systéme nerveux
central [42].

La régulation de l'expression des genes
peut avoir lieu a différents niveaux (Figure
1A) : 1- Le signal externe peut étre modulé
lors de sa transmission au noyau. 2- La
concentration de facteurs de transcription
disponibles au SIT est critique. Les génes
nécessitant une translocation nucléaire du
facteur NF-kB en sont un bon exemple [43].
3- Le transcrit du géne, ’ARNm, peut étre la
cible d’'une régulation lors de son épissage
et de son exportation extranucléaire. Les
éléments riches en AU (ARE) situés dans la
région 3’ non-traduite de plusieurs ARNm,
sont responsables de linstabilité des ARN
et de leur courte demi-vie [44]. 4- La
traduction de [I'ARNm est également
soumise a une régulation [45]. 5- Différentes
modifications post-traductionnelles
maintiennent la protéine active dans la
cellule [46].
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Les stratégies d’étude de (a
régulation de expression des
génes

L’analyse in vitro de ’ADN

Pour les besoins de cet article, in cellulo
référe a une cellule vivante et in vitro a de
I’ADN purifié. Antérieurement, les méthodes
étaient limitées a utiliser du matériel
soustrait de son contexte cellulaire. Les
techniques in vitro permettent d’identifier la
protéine de liaison a une séquence
spécifique, son domaine de liaison a I'ADN
ainsi que la séquence consensus. Ces
techniques mesurent I'effet de la liaison de
la protéine sur la transcription d’'un géne
rapporteur, délimitent les régions
stimulatrices et vérifient la présence de
nucléosomes. La méthylation des CpGs et
I'acétylation des histones peuvent
également étre étudiées [47-49]. In cellulo,
I'ADN est sous forme de chromatine, il peut
étre méthylé et il peut adopter des
structures secondaires particuliéres. De
plus, 'ADN interagit avec des protéines
impliquées dans la régulation de Ia
transcription des génes, la réparation, la
réplication de I'ADN et l'attachement de
'ADN a la matrice nucléaire. Tous ces
éléments sont souvent perdus suite a la

purification ou au clonage de I'ADN [50].
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Une séquence promotrice peut donc lier un
facteur de transcription lors d’expériences in
vitro et ne révéler aucune empreinte
protéique in cellulo [51, 52]. Il est important
d’élucider les mécanismes de régulation de
la transcription des génes avec des
techniques utilisant des cellules vivantes en
plus des techniques conventionnelles avec
de I’ADN purifié.

Les principes de I’analyse intracellulaire
de ’ADN

Parmi les outils d’analyse de I'ADN in
cellulo, on utilise des agents de
caractérisation causant des dommages a
'ADN intracellulaire. In vitro, chaque
nucléotide  posséde une  probabilité
équivalente de dommage par un agent de
caractérisation. Dans une cellule vivante,
'environnement nucléaire peut modifier
l'accessibilité de certains nucléotides [53-
56]. Des nucléotides d’'un segment lié in
cellulo par une protéine seront protégés de
'agent de caractérisation et vice-versa.
Certains nucléotides localisés dans une
structure particuliere de la chromatine ou
aux abords d’une interaction ADN-protéine
peuvent avoir une réactivité plus grande in
cellulo qu’in vitro lorsgqu’ils sont exposés a
un agent. En comparant du matériel

cellulaire et purifié, les nucléotides peuvent
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présenter une fréquence différente de
dommages in cellulo versus in vitro.
L’analyse intracellulaire de 'ADN compare
le degré daccessibilité d'un agent de
caractérisation (Figure 2B) et visualise les
interactions ADN-protéine et les structures

secondaires a l'intérieur de la cellule.
Les agents de caractérisation

Pour qu’un agent puisse étre utilisé comme
agent de caractérisation, il doit produire des
cassures monocaténaires a 'ADN. Un agent
ne produisant pas directement de cassures
peut étre utilisé si les dommages sont
entiérement convertibles en cassures
monocaténaires. Trois agents sont utilisés
dans les études d’interactions ADN-protéine
in cellulo : le sulfate de diméthyle (DMS), les
ultraviolets de type B ou C (UVB ou UVC) et
la DNase | (Tableau | et Figure 2A).
D’autres agents sont aussi utilisés pour
cartographier des structures particuliéres: 1-
Le KMnO, et la nucléase S1 sont sensibles
a 'ADN monocaténaire [57, 58]; 2- 'OsO,
détecte des structures rares de I'ADN
comme [I'ADN cruciforme [59] et 3- le
bisulfite de sodium [60] et I'hydrazine [61]
permet de cartographier les cytosines
méthylées de I'ADN génomique purifié
puisque leur méthylation est conservée lors

de la purification de 'ADN.
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Figure 2A

Comparaison entre les traitements de 'ADN
aprés sa purification (in  vitro) et
intracellulaire (in cellulo) avant la purification
de I'ADN. Dans un traitement in cellulo
(droite), les cellules sont exposées a I'agent
de caractérisation (DMS, UVC ou DNase ).
Dans un traitement in vitro (gauche), 'ADN
purifi¢ est exposé aux agents de
caractérisation. La technologie LMPCR
cartographie des cassures a 'ADN a une
résolution au niveau du nucléotide.

Figure 2B

Principes de la technologie LMPCR et du
DMS. La conversion des guanines
méthylées en cassures monocaténaires
produit des fragments de différentes
longueurs. La liaison d’une protéine a une
séquence d'ADN peut protéger cette
derniére de l'action du DMS, diminuant la
fréquence des guanines méthylées.
D’autres guanines sont plus susceptibles
d’étre méthylées. L’intensité d’'une bande in
cellulo par rapport a celle in vitro sera plus
(empreinte positive) ou moins intense
(empreinte négative).
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Agents de Action et conversion Applications Avantages Limites
caractérisation en cassures
Diméthylsulfate Action -Localisation in cellulo -Techniquement simple -Requiert des guanines dans
(DMS) Méthylation préférentielle  des interactions ADN- -Petite molécule trés la séquence
de I'azote en position 7 protéine réactive -Incapable de détecter toutes
des guanines -Détection des structures -Pas de perméabilisation les interactions ADN-protéine
Conversion en cassures spéciales de 'ADN nécessaire.

Irradiation UV
(UVB ou UVC)

DNase |

Pipéridine (80°C)

Action

Deux types de dommages
impliquant 2 pyrimidines
adjacentes

. diméres cyclobutyliques
de pyrimidines (DCP)

. photoproduits 6-4 (6-
4PP)

Conversion en cassures
DCP: T4,endoV suivie de
la photolyase

6-4 PP: photolyase et
pipéridine (80°C)

Action

Produit des cassures a
I’ADN sans influence de
la séquence

Conversion en cassures
Ne s’applique pas

-Localisation in cellulo
des interactions ADN-
protéine

-Détection des structures
spéciales de 'ADN
-Détermination du posi-
tionnement des nucléo-
somes

-Localisation in cellulo
des interactions ADN-
protéine

-Cartographie in cellulo
les sites hypersensibles
ala DNase |

-Détermine le  posi-
tionnement des nucléo-
somes

-Techniquement simple
-Traversent la membrane
cytoplasmique sans la
déstabiliser

-Fixation des interactions
ADN-protéine

-Requiert deux pyrimidines
adjacentes dans la séquence
-Parfois difficile de discerner
une interaction ADN-protéine
d’'une structure spéciale de
’ADN

-Aucune restriction de
séquence

-Pas de conversion
-Détection de la plupart
des interactions ADN-
protéine

-Trés sensible aux struc-
tures spéciales de 'ADN

-Techniquement plus com-
plexe et moins reproductible
-Grosse protéine nécessitant
une perméabilisation mem-
branaire

Tableau 1

Comparaison des agents de caractérisation utilisés avec la technique LMPCR pour lanalyse

intracellulaire de 'ADN

Le séquengage génomique

Les cassures monocaténaires induites par

les

agents

de

caractérisation

sont

analysées sur gel de polyacrylamide en

utilisant

la

méthode de

séquencgage

génomique mise au point par Church et
Gilbert en 1984 [53]. Cette technique est

suffisamment sensible pour détecter des

différences d’intensité entre les bandes d’un

gel de polyacrylamide, qui correspond a la

fréquence de cassures monocaténaires. Si

un nucléotide est protégé de l'action d’un
agent par la présence d’'une protéine, les
fragments d’ADN correspondant a ce
nucléotide seront moins nombreux que les
fragments obtenus par le méme traitement
in vitro. Dans ce cas, on observe une
empreinte négative. Inversement, une
bande plus intense in cellulo qu’in vitro sera
appelée empreinte positive (Figure 2B).
Cette technique convient a I'étude de petits
de

Cependant, son niveau de sensibilit¢ ne

génomes comme celui la levure.
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permet pas d’étudier des génomes plus
volumineux comme ceux des mammiféres.
A la fin des années 80, plusieurs
alternatives dérivant de la technique de
séquencage génomique ont eté

développées dont la technique LMPCR [62].
La technique LMPCR

La LMPCR est une technique de
séquencage génomique qui utilise la
réaction de polymérisation en chaine (PCR)
pour amplifier les fragments d’ADN
présentant une cassure a une extrémité.
L'utilisation d’amorces permet une
sensibilité accrue surtout dans le cas de
séquences uniques des génomes de
mammiféres. Suite a la dénaturation de
'ADN, une premiére amorce spécifique
permet la polymérisation des fragments,
interrompue lorsque la polymérase atteint
une cassure produisant une molécule
d’ADN bicaténaire avec une extrémité
franche (Figure 3, étapes 1 a 3). Le choix
d'une polymérase thermostable sans
activité terminale transférase est importante
a cette étape [63]. Comme les sites de
cassures monocaténaires sont aléatoires,
les fragments d’ADN polymérisés seront de
tailles variables et les séquences terminales
du cété de I'extrémité franche ne seront pas

les mémes. L’étape clé de la technologie
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LMPCR est I'attachement d’'un adaptateur a
l'extrémité franche de toutes les molécules
bicaténaires d’ADN (Figure 3, étape 4). De
cette facon, les deux extrémités sont
maintenant communes a tous les
fragments. Une PCR conventionnelle est
alors effectuée en utilisant de concert une
seconde amorce spécifique et la plus
longue amorce de l'adaptateur (Figure 3,
étapes 5 et 6). Le nombre de molécules
amplifiées correspond a la fréquence des
cassures monocaténaires présentes au
départ. Ces molécules sont finalement
copiées par [utilisation d'une derniére
amorce conjuguée a un fluorochrome
(Figure 3, étape 7). Un gel de
polyacrylamide dénaturant permet de
séparer les différents fragments selon leur
taille et de les détecter par analyseur d’ADN
(Figure 3, étape 8; [64]). Quatre
échantillons préparés selon les réactions
chimiques de Maxam et Gilbert [65] sont
également traités par la LMPCR en
parallele avec les autres échantillons. lls
produiront une séquence, permettant de
localiser les cassures des échantillons a
analyser. Pour résumer, la technique
LMPCR cartographie les cassures rares et
en maintient la fréquence relative a travers
toute la procédure. Elle peut ainsi étre

utilisée pour cartographier les interactions
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Sciences

Ameérique
ADN-protéine in cellulo [66, 67], les cytosines [70], la distribution et la fréquence
structures  spéciales, les segments de dommages causés par un mutagene [71]
monocaténaires [68], le positionnement des et pour étudier la réparation au niveau de
nucléosomes [69], la méthylation des chaque nucléotide [72].

3k

*= base
3 %
endommagée

Conversion en
cassure monocaténaire

3

de ' ADN

Extension de la
premiere amorce

O,
@ Dénaturation
©),

Amorce 1

S ———————— ®
@ Ligation
de Padaptatem
pr— e
@ Amplification par
Amorce 2 PCR (1 cycle)
— - - - - - - - -
3
@ Amplification exponentielle
par PCR (20-22 cycles)
3
Amorce 2 o SRR, ROy
i A
3
’ Extension avec la troisicme
@| amorce couplée a IRD800
¥

Amorce 3
— - - - - e e e e e = -

3

-Migration sur gel de polyacrylamide
- Analyse de fragments par densitométrie

Figure 3

Principales étapes de la technologie LMPCR
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Depuis sa mise au point en 1989 [73, 74],
nous avons recensé plus de 600
publications ou la technologie LMPCR a été
employée. Elles portent sur la cartographie
de dommages a I'ADN et la réparation de
'ADN et les interactions ADN-protéine au
niveau des promoteurs de plusieurs génes.
Dans les paragraphes qui suivent, des
exemples d’études des interactions ADN-
protéine avec la technologie LMPCR seront

présentés.

Le géne humain de la PhosphoGlycérate
Kinase 1 (PGK-1) est localisé sur le
chromosome X. In cellulo, des différences
d’interactions ADN-protéine sont observées
entre les promoteurs actif et inactif de PGK-
1 [69, 75]. Le promoteur actif est lié par
plusieurs facteurs de transcription alors que
le promoteur inactif ne montre pas de
liasisons ADN-protéine. Suite a [I'analyse
intracellulaire a la DNase |, les auteurs ont
observé des empreintes  disposées
régulierement sur le promoteur inactif,
confirmant la présence de nucléosomes
[69]. Des résultats semblables ont été
obtenus pour le géne FMR-1 (Fragile X
Mental Retardation 1) humain, associé au
phénotype X-fragile [66]. Chez les individus
atteints de la maladie, le géne FMR-1 n’est
pas transcrit. La mutation responsable du

phénotype X-fragile est 'expansion massive
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de triplets de CGG située dans I'exon 1 non-
codant du géne FMR-1. Contrairement au
géne actif, 'ensemble des CpGs du géne
inactif sont méthylés [76], entrainant la
formation d’hétérochromatine, empéchant
sa transcription. In cellulo, quatre protéines
sont présentes sur le promoteur du géne
normal alors qu’elles sont absentes du
promoteur des individus affectés [66, 77]. A
partir des donnés in cellulo, une étude in
vitro a pu identifier les protéines liant la

séquence [78].

La transcription peut étre induite par une
nouvelle interaction ADN-protéine. Les
génes de I'oxide nitrique synthase [79] et de
la tyrosine aminotransférase [80] en sont de
bons exemples. Ces génes sont inductibles
et leur activation dépend de la liaison
d’activateurs au promoteur. La perte d’'une
interaction ADN-protéine peut aussi activer
la transcription in cellulo, comme pour le
géne cdc2 [81]. Le complexe p130-E2F-4
agit comme répresseur tout au long du cycle
cellulaire. La perte de liaison du complexe
en phase S permet la transcription du géne.
L’analyse intracellulaire de ce type de
systéme est comparée en utilisant des
cellules stimulées ou non par un agent
inducteur. L’action de l'agent peut étre
détectée par un changement dans le profil

des empreintes ADN-protéine entre les
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échantillons stimulés ou non.

Les interactions ADN-protéine peuvent étre
identiques sur des promoteurs de génes
actifs et inactifs, malgré une augmentation
de la transcription. L'oncogéne c-jun est
fortement induit suite a une irradiation aux
UV. L’analyse intracellulaire du promoteur
les UVC et la

(Figure 4) n’a montré aucun

effectuée avec le DMS,
DNase |
changement dans le profil d’empreintes. Un
modele d’activation de c-jun propose que
les facteurs de transcription sont liés au
promoteur de fagon constitutive avec un

niveau de transcription basal [82].

Figure 4. Analyse du promoteur du géne c-jun.
A) L’ADN a été traité in cellulo (V) au DMS (puits
6), aux UVC (puits 8) et aux UVB (puits 9) puis
purifié ou purifié puis traité in vitro (T) au DMS
(puits 5), aux UVC (puits 7) et aux UVB (puits
10). B) L’ADN a été traité in cellulo (V) au DMS
(puits 2) et a la DNase | (puits 7) puis purifié ou
purifié puis traité in vitro (T) au DMS (puits 1) et a
la DNase | (puits 8). Les puits 1a4enA)et3 a6
en B) représentent la séquence aprés la
méthode de Maxam et Gilbert et LMPCR. Les
empreintes et séquences consensus sont
délimitées par des boites. Les cercles vides en
B) montrent les guanines protégées in cellulo de
laction du DMS. Le rectangle noir montre les
séquences protégées in cellulo contre le clivage
par la DNase I.

A
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L’irradiation des cellules entraine I'action de

cofacteurs agissant en ftrans avec les
facteurs de transcription présents sur le
promoteur. Ces facteurs ainsi activés
assurent 'augmentation de la transcription
du géne. Des résultats semblables ont été
obtenus pour le promoteur du géne du
récepteur humain des kinines 1 (BRKD1)
par la stimulation avec l'interleukine-2 beta
(IL-213) [51]. Le profil des empreintes ADN-
protéine de ce promoteur est identique entre
les cellules contréle et stimulées. Toutefois,
d’autres mécanismes pourraient expliquer
ce phénoméne comme une séquence trés

éloignée du SIT et non-caractérisée.
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Une question de complémentarité

L’analyse intracellulaire de 'ADN jumelée a
la technologie LMPCR est devenue un outil
privilégié pour étudier la régulation de la
transcription des génes. Cet unique moyen
de cartographie apporte des informations
critiques dans la compréhension du
mécanisme de régulation de la transcription
d’un gene. La technique
d’immunoprécipitation de la chromatine
(ChIP) [83-85], une technique in cellulo
complémentaire a la technologie LMPCR,
permet I'identification in cellulo des facteurs
de transcription liés aux séquences d’ADN
(Tableau 2). La technique LMPCR permet
de situer trés précisément les séquences
d’ADN ayant une interaction avec un facteur
de transcription. Les études in vitro sont trés
utiles pour étudier les mécanismes de
régulation de [I'expression des génes.
Cependant, la combinaison des analyses in
vitro et in cellulo (LMPCR + ChIP) d'un
promoteur offre une étude compléte et plus
approfondie. Des interactions ADN-protéine
sont détectées in vitro alors qu’elles ne sont
pas présentes in cellulo [52]. L’analyse

compléete et optimale des séquences
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régulatrices d’'un géne particulier devrait étre
initice avec la technique LMPCR pour
identifier les séquences d’ADN montrant la
présence dune liaison d'un facteur
transcriptionnel ou d’'une structure
particuliéere de 'ADN. La technique ChIP et
lanalyse informatique des séquences
consensus permettront lidentification des
facteurs de transcription impliqués. Par la
suite, les techniques in vitro classiques
comme les essais luciférase compléteront la
caractérisation du promoteur et des
mécanismes de régulation d’'un géne donné.
La bioinformatique ainsi que les banques de
données telles que celles de l'International
Human  Epigenome  Consortium, de
I'International Cancer Genomic Consortium
(ICGC) ou encore de ENCODE apportent
notamment des informations sur les
séquences fonctionnelles d’ADN du génome
et sur les patrons de régulation
épigénétiques.. De plus, une approche
future basée sur le séquengage de nouvelle
génération pouvant raffiner les
connaissances obtenues jusqu’a présent
avec la techniqgue LMPCR doit étre

envisagée.
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LMPCR CHIP

Applications 1. Localisation des interactions ADN- 1. Détermination de la présence d’un

protéines

2. Cartographie des dommages a 'ADN

facteur de transcription spécifique
au niveau d’'une séquence d’ADN

3. Cartographie de la réparation des 2. Distinction entre une interaction
dommages de 'ADN ADN-protéine et une interaction
4. Etat de méthylation de FADN protéine-protéine’
5. Séquencgage de 'ADN
Résolution Au niveau nucléotidique Séquences d’ADN de 50 a 100 pb
Sensibilité Au moins 20 a 25% des cellules Au moins 10% des cellules
doivent lier le facteur de transcription doivent lier le facteur de transcription
Identification du facteur de -
N Oui
transcription
Localisation du site de liaison Identification précise de la séquence Limitée a une séquence
a ’ADN d’interaction ADN-protéine d’ADN de 50 a 100 pb?
Utilisation de cellules vivantes i Oui
Types de cellules Tous
Traitements cellulaires Oui
: ui
possibles
Observation de structures
secondaires particuliéres au Non

niveau de la chromatine

" possible si la protéine d’interaction est connue

2 dans les cas d'interactions ADN-protéines Tableau 2

Comparaison des deux techniques d’analyse d’ADN in cellulo.

Conclusion

I ne fait aucun doute que les modéles
évoluent et se perfectionnent en paralléle du
développement des techniques
d’investigation. L’analyse intracellulaire de
'ADN permet de cibler les mécanismes de
régulation de I'expression des génes. Sa
contribution majeure est d’identifier les
séquences d’ADN qui lient un facteur de
transcription. La compréhension des
mécanismes de régulation de I'expression

des génes est 'une des premiéres étapes

de l'eére post-génomique. L’analyse
intracellulaire de I'ADN constitue un outil
essentiel pour améliorer notre
compréhension de ces mécanismes. Le
raffinement des techniques et la mise au
point de nouvelles technologies permettant
d’étudier les phénoménes biologiques dans
leur « environnement naturel » devront se
poursuivre, car les modéles découlant de
ces études seront conformes a la réalité de

la cellule vivante
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Le repliement tridimensionnel de la fibre de
chromatine est responsable du
positionnement différentiel des génes non
seulement a [lintérieur du noyau mais
également les uns par rapport aux autres.
La combinaison de techniques de
microscopie a haute résolution et d’analyse
génomique a permis de dégager les
premiéres regles d’organisation spatiale de
la chromatine. Cette organisation semble
étre dictée par la séquence primaire
(densité génique), par la composition
chimique des nucléosomes et par les
nombreuses interactions entre chromatine
et complexes moléculaires chargés de
I'expression des génes. Cette revue fait le
point sur le rbéle que joue la disposition
spatiale de la chromatine dans la régulation

génique.
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Summary

The tridimensional folding of the chromatin
fiber results in the differential positioning of
genes not only inside the cell nucleus, but
also relative to each other. A combination of
high resolution microscopy techniques and
genome-wide analyses has uncovered the
first rules that govern the spatial
organization of chromatin. This organization
appears to be dictated by the primary
sequence (gene density), the chemical
nature of the nucleosomes and the many
interactions that occur between chromatin
and the molecular complexes involved in
gene expression. Here we review the role
that the 3D organization of chromatin plays

in gene regulation.
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Les cytologistes qui, a la fin du dix-
neuvieme siécle, ont découvert les
chromosomes et proposé, les premiers, un
lien entre cette découverte et ’hérédité, ne
concevaient pas que ce lien pat étre autre
que la transmission, assurée par ces
batonnets cellulaires, d’une structure
tridimensionnelle spécifique a I'espéce. Pour
Weismann, Boveri, Bateson, il allait de soi
qu’il fallait chercher la clé de I'hérédité dans
la disposition et la forme des chromosomes
plutét que dans leur composition chimique,
qu’ils n’avaient d’ailleurs pas les moyens
d’élucider. Il s’avéra qu’ils ne disposaient
pas non plus des outils technologiques
nécessaires a la poursuite d'une étude
morphologique des chromosomes qui put
véritablement aboutir. C’est en partie cette
incapacité a déterminer la structure du
materiel génétique qui poussa la génération
suivante de chercheurs, Johannsen, Fisher,
Morgan, pour ne citer que ceux-la, a
introduire la notion abstraite de géne
comme unité d’information et a reléguer aux
oubliettes I'idée d’'un génome structuré dans
'espace [1]. Sous la probable influence du
structuralisme alors en vogue, cette idée
refit surface a la fin des années 1970. Elle
bénéficia grandement du développement de
la technique d’hybridation in situ en

fluorescence (fluorescence in situ
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hybridization en anglais, acronyme FISH),
qui permet de localiser avec précision des
segments génomiques a l'intérieur du noyau
cellulaire. Un premier résultat important fut
rapidement obtenu gréce a cette technique :
les fibres chromosomiques, loin d’étre
dispersées et enchevétrées, forment des
territoires distincts dans le noyau [2]. A partir
du milieu des années 1990, la technique
FISH fut employée dans une série d’études
qui culmina avec la publication en 2005 de
la topographie des 46 chromosomes dans le
noyau de fibroblastes humains [3]. Depuis,
d’importants travaux ont précisé les
parameétres qui régissent la disposition du
matériel génétique dans le noyau, ainsi que
son impact sur la régulation génique. Cette
revue se propose d’en résumer les grandes
lignes, ainsi que de donner un apercu des
plus récentes avancées dans I'étude de la

configuration spatiale du génome.
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Positionnement radial et
expression génique

Les premiéres analyses de
larrangement  tridimensionnel de la
chromatine a l'intérieur du noyau ont porté
sur le positionnement radial des territoires
chromosomiques. Elles ont révélé que les
chromosomes pour lesquels la densité
génique est élevée sont fréquemment
localisés au centre du noyau tandis que
ceux a faible densité génique se retrouvent
souvent a sa périphérie [4]. Cette
observation, faite chez plusieurs espeéces,
vaut également pour des segments
génomiques de 'ordre de 1 a 2 mégabases
de longueur [5]. En fait, la densité génique
environnante est un facteur déterminant
dans le positionnement radial d’'un géne
donné. Comme la densité génique est
corrélée positivement a un contenu élevé en
G et C et a l'abondance de séquences
répétées de type Alu, et comme ni I'un ni
lautre de ces paramétres ne sont constants
le long du chromosome, on peut conclure
que le positionnement radial des segments
génomiques refléte le repliement complexe
de la séquence linéaire du génome a
l'intérieur du noyau cellulaire.

Si le positionnement radial est un fait
établi, les résultats sont moins probants en

ce qui a trait a l'influence réciproque entre
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ce positionnement et ['activité génique.
Plusieurs expériences ont montré que
lactivité transcriptionnelle tend a étre
concentrée a lintérieur du noyau, soit
directement par marquage des ARN
nouvellement synthétisés a l'aide
d’analogues ribonucléotidiques, soit
indirectement par localisation des
modifications d’histones associées a la
portion active de la chromatine (par exemple
méthylation de la lysine 20 de I'histone H4)
[6] ou a I'aide de sondes FISH dérivées des
ARN messagers [7]. De méme, plusieurs
expériences ont montré la contrepartie, a
savoir que les génes inactifs se trouvaient
préférentiellement a la périphérie du noyau
[8]. Cette regle binaire centre-
activité/périphérie-inactivité souffre
cependant un certain nombre d’exceptions.
Mentionnons le cas du géne POU5F1,
inactivé lors de la perte de pluripotence de
cellules souches embryonnaires tout en
restant a l'intérieur du noyau [9], ainsi que
celui du géne de la p-globine, activé au
cours de la différenciation érythrocytaire
alors qu’il se trouve a la périphérie [10].
Confrontés a ces résultats en apparence
contradictoires, trois groupes de chercheurs
ont entrepris de clarifier le lien entre
localisation a la périphérie et activité

transcriptionnelle dans les cellules vivantes
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[11-13]. Pour ce faire, ils ont tous trois utilisé
un schéma expérimental dans lequel le
positionnement d’'une séquence hétérologue
d’opérateurs laco insérée dans le génome
peut étre fixé grace a la fusion de son ligand
spécifique, le répresseur laci, a une protéine
de la périphérie nucléaire (lamine BH1,
LAP2B ou émerine). L’expression de génes
avoisinants la séquence laco a été mesurée
dans les cellules ou le transgéne était soit a
l'intérieur du noyau, soit associé a la lamine
nucléaire. Si l'une des études a
effectivement conclu que le
repositionnement des génes a la lamine
nucléaire s’accompagnait de leur répression
transcriptionnelle [13], la seconde a pour sa
part rapporté que les génes repositionnés
demeuraient activables [12] tandis que la
troisieme a observé des réponses variables
d'un géne a l'autre [11]. Comme, somme
toute, l'analyse au cas par cas n'a pas
réussi a élucider le lien entre
positionnement radial et régulation génique,
le recours a des techniques biochimiques
permettant une analyse a la grandeur du
genome s’est imposé.

C’est précisément grace a une
technique ingénieuse, qui consiste a ancrer
a la périphérie une adénine méthylase
d’origine bactérienne et a isoler les

fragments d’ADN méthylés par cette
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enzyme (techniqgue DamliD), que van
Steensel et ses collaborateurs ont pu
identifier plus de 1300

génomiques associés a la lamine nucléaire

segments

dans les fibroblastes humains [14]. La
caractérisation de ces LAD, pour lamin-
associated domains, dont la longueur varie
entre 0,1 et 10 mégabases et qui couvrent
plus de 40% du génome, a confirmé que la
localisation a la périphérie du noyau
corrélait dans la grande majorité des cas
avec densité génique faible, déplétion de
ARN polymérase |l et modifications
d’histones associées a la chromatine
inactive (par exemple méthylation de la
lysine 27 de I'histone H3). Dans une étude
subséquente, le méme groupe a comparé la
distribution des LAD dans trois types
cellulaires : cellules souches embryonnaires
ainsi que précurseurs neuronaux et
astrocytes qui en sont dérivés [15]. Il ressort
de cette comparaison que les distributions
de LAD, qui contiennent de 13 a 18% des
génes et couvrent de 40 a 45% du génome
selon le type cellulaire, se chevauchent
largement. Malgré cela, des changements
significatifs surviennent au cours de la
différenciation cellulaire ; un total de 847
génes se détachent de la lamine nucléaire
au cours de la transition cellule

souche/précurseur neuronal, par exemple.

79



La plupart sont bel et bien éventuellement
activés et une large proportion code pour
des facteurs essentiels a la neurogenése.
Le remodelage des interactions chromatine-
lamine nucléaire apparait donc étre un
élément crucial de la différenciation

cellulaire.

Colocalisation des génes et

réseaux de régulation

Bien que certaines pistes
moléculaires aient été identifiées, entre
autres les interactions entre les répresseurs
transcriptionnels GCL et BAF et certaines
composantes de la lamine nucléaire telles
LAP2a [16], I'interprétation fonctionnelle du
positionnement radial de la chromatine
demeure incertaine. Il n’en est pas de méme
pour un second type d’organisation spatiale,
a savoir la colocalisation dans le noyau de
segments génomiques distants de plusieurs
mégabases (Mb) ou parfois méme situés
sur différents chromosomes. En effet, dans
ces cas, on présuppose simplement la
nécessité pour les génes colocalisés de
partager des facteurs d’expression et de
régulation, eux-mémes concentrés en
certains points du noyau. Une des plus
belles illustrations de ce type de

colocalisation est donnée par les complexes
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homeéotiques bithorax (BX-C) et
Antennapedia (ANT-C) de Drosophila
melanogaster [17]. Séparés par plus de
10 Mb sur le bras droit du chromosome 3,
ces complexes «se touchent» plus
fréquemment dans les noyaux de la téte de
'embryon, ou ils sont inactifs, que dans
ceux des parasegments postérieurs, ou ils
sont tous deux actifs. Cette colocalisation
est détectée a des sites d’accumulation de
protéines du groupe polycomb, celles-la
méme impliquées dans la répression
transcriptionnelle des génes homéotiques,
et cette concentration dans l'espace, ainsi
que le montrent les auteurs, assure une
régulation plus robuste et mieux coordonnée
de I'activité des génes homéotiques.

L’'idée d’'une concentration spatiale
des réactifs transcriptionnels qui, en
favorisant et/ou en stabilisant les
interactions moléculaires, irait de pair avec
une expression génique plus robuste n’est
pas nouvelle. Déja le nucléole, site bien
connu de transcription massive des ARN
ribosomaux, faisait (et continue de faire)
figure de modéle. L’observation d’une
distribution non uniforme des molécules
actives d’ARN polymérase Il a d’ailleurs
conduit a la formulation du concept d'usines
a transcription, c'est-a-dire de sites

privilégiés pour la synthése des ARN
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messagers a lintérieur du noyau [18].
Corollaire de ce concept: la fibre de
chromatine devrait étre repliée de telle fagon
que les génes actifs soient regroupés dans
les usines a transcription, ou a tout le moins
a proximité de celles-ci. Certains auteurs
sont allés jusqu'a proposer [Iexistence
d’'usines spécialisées dans la transcription
de génes impliqués dans un méme
processus biologique, usines et genes
formant ainsi un « interactome
transcriptionnel » caractéristique d'un état
cellulaire donné [19]. Des résultats sont
venus étayer cette hypothése, en particulier
ceux récemment obtenus par analyse FISH
montrant que les génes activés au cours de
la différenciation des globules rouges se
rassemblent préférentiellement dans des
usines qui contiennent le facteur de
transcription érythrocytaire KLF1 [20]. Ceci
étant dit,

spécifiques entre génes ayant des profils

I’'existence d’interactions
d’expression et/ou des fonctions biologiques
apparentés demeure controversée, d’autant
que des expériences antérieures portant sur
le géne de la B-globine ont montré que ce

géne ne s’associait pas préférentiellement
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avec des génes exprimés comme lui dans
les érythrocytes [21].

Le grand mérite de la technique
FISH est de fournir une image, littéralement,
du positionnement génique au niveau de la
cellule individuelle. Elle présente cependant
deux désavantages importants: un faible
débit de criblage et wune résolution
moléculaire limitée (environ 500 nm, ce qui
est 10 fois plus grand qu'un complexe
moléculaire tel une usine a transcription).
C’est pourquoi une panoplie de techniques
ont été développées au cours des derniéres
années afin de cartographier a haute
résolution I'ensemble des interactions qui
ont lieu au sein de la fibre de chromatine
[22]. Ces techniques, basées sur celle de
chromosome conformation capture (3C),
reposent sur 1) la fixation de la chromatine
in situ; 2) la fragmentation de 'ADN ; et 3)
étape cruciale, la ligation des extrémités
d’ADN a tres haute dilution afin de favoriser
les réactions intramoléculaires au détriment
des réactions intermoléculaires. De cette
facon, la ligation de segments génomiques
n'a lieu que s’ils se trouvaient prés l'un de
lautre au moment de la fixation préalable

(Figure 1).
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Les fragments d’ADN chimériques servent
donc de rapporteurs des interactions a
longue distance au sein de la chromatine; ils
peuvent étre amplifiés, identifies et
quantifiés par hybridation sur micropuce
(technique dite 4C) ou séquencage a haut
débit. L'une des premieres analyses
systématiques d’interactions au sein de la
fibre de chromatine a été faite sur le géne
HOXB1 par Wiirtele et Chartrand [23]. Cette
analyse a révélé que la vaste majorité des
interactions impliquaient des séquences
situées a + 500 kb du géne HOXB1 et que
le choix de ses partenaires était en
apparence aléatoire. Une analyse faite sur

une plus grande échelle, cette fois en
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Figure 1
Principales étapes des techniques
biochimiques d’analyse d’interactions
chromatiniennes.

Dans cet exemple, deux segments génomiques
(a,b) situés sur deux chromosomes différents
(ch1, ch2) interagissent au sein d’'un complexe
moléculaire (cm). Les segments génomiques ¢
et d, eux, ne forment pas de contacts.

La fixation de la chromatine in situ (étape 1) lie
les segments a et b via le complexe
moléculaire. Aprés fragmentation de [I’ADN
(étape 2), une ligation a trés haute dilution
génére des molécules d’ADN chimériques
composées des segments génomiques qui
interagissent (étape 3). Ces molécules sont
extraites, amplifiées et identifiées (étape 4), soit
sur micropuce ou par séquengage a haut débit.

prenant le géne de la p-globine comme
appat, a confirmé la prédominance des
interactions intra-chromosomiques, mais a
toutefois montré que les interactions, autant
intra- gu’inter-chromosomiques,
s’effectuaient entre génes actifs d’'un coté et
genes inactifs de l'autre [24]. Ainsi, le géne
de la B-globine s’associe préférentiellement
a des génes actifs dans les érythrocytes et a
des geéenes comme |lui inactifs dans le
cerveau. Une telle partition de la chromatine
en deux compartiments distincts a été
observée plus généralement dans une
étude ultérieure, au cours de laquelle ont
été répertoriées 6,7 millions d’interactions

entre segments distants de plus de 20 kb
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[25]. Ces

sobrement A et B, ont des propriétés

compartiments, baptisés
distinctes quant a la densité génique (élevée
pour A, faible pour B), le niveau d’activité
(élevé pour A, faible pour B), I'accessibilité
(haute pour A, faible pour B), la compaction
(moindre pour A que pour B) et le type de
modifications des histones (caractéristiques
de la chromatine active pour A). Le fait que
peu d’interactions aient lieu entre ces deux
compartiments indique qu’ils occupent des
espaces distincts dans le noyau de la cellule
et que, par conséquent, l'organisation
spatiale de la chromatine n’est pas laissée
au hasard méme a ce haut niveau de
résolution. Les auteurs proposent que
chaque territoire chromosomique, a tout le
moins sur une échelle de plusieurs
mégabases, résulte de l'assemblage de
globules de type A ou B, regroupés en
globules toujours plus gros via un processus
d’auto-organisation.

Récemment, Li et collaborateurs ont
entrepris de caractériser I'ensemble des
interactions qui ont lieu au sein des globules
de type A, cest-a-dire au sein de la
chromatine active [26]. Pour ce faire, ces
auteurs ont inséré dans le protocole de la
technique 3C, avant la ligation a haute
dilution des extrémités d’ADN, une étape

d’immunoprécipitation visant a isoler les
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complexes chromatiniens qui contiennent la
machinerie  transcriptionnelle  (anticorps
dirigé contre la sous-unité principale de
'ARN polymérase Il). Un total de 1328
complexes contenant plus d’'un géne ont pu
étre identifiés. Collectivement, ces
complexes contiennent 11 723 génes, soit
une moyenne de 8,8 génes par complexe.
L’étude a montré que le niveau d’expression
de ces génes était supérieur a celui des
génes qui, tout en étant actifs, ne faisaient
pas partie de tels complexes multigéniques.
Il apparait donc que l'agrégation spatiale
des geénes favorise la transcription. Qu’en
est-il toutefois de la régulation de ces
génes ? Les éléments régulateurs d’'un géne
peuvent-ils agir sur un autre géne lorsqu’ils
le cotoient dans l'espace ? C’est a ces
questions qu’ont voulu répondre
Noordermeer et collaborateurs en étudiant
'action a distance du principal élément de
régulation du géne de la p-globine humaine
(élément LCR ou locus control region) [27].
Introduit  par  transgénése sur le
chromosome 8 de la souris, le LCR humain
contacte plusieurs génes, y compris
plusieurs situés sur d’autres chromosomes.
Cependant, un seul d’entre eux, le géne ph1
du complexe p-globine de souris sur le
chromosome 7, voit son activité augmenter

du fait de la proximité spatiale du LCR
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hétérologue. Comme les interactions entre
le LCR humain et gh1 ne sont pas détectées
dans toutes les cellules, les auteurs
proposent que, bien que rarement
fonctionnelles, les interactions spatiales
entre segments génomiques peuvent étre
responsables de la variabilité d’expression
dun géne au sein dune population

cellulaire.

Densité )
génique Activité

ut

A l'intérieur de chacun de ces domaines, et
sur différentes échelles, les génes
établissent entre eux de nombreux contacts.
Dans le cas de la chromatine active, ces
interactions ont souvent lieu autour de
complexes moléculaires tels les usines a
transcription. Il reste  maintenant a

déterminer, grace aux nouvelles techniques

Périphérie
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Conclusion et perspectives

Les recherches dans le domaine de

I'architecture nucléaire démontrent
clairement que, sans étre déterministe, le
repliement de la chromatine a lintérieur du
noyau adopte une certaine structure, en
particulier une concentration spatiale des
génes exprimés d'un cb6té et des génes
inactifs de [l'autre, ces derniers ayant
tendance a étre localisés davantage a la

périphérie du noyau (Figure 2).

Figure 2

Configuration spatiale et activité de Ila
chromatine dans le noyau cellulaire.

Certains segments génomiques (a-e) servent de
points de contacts a [lintérieur d'un méme
chromosome (¢ et d) ou entre différents
chromosomes (a et b, c/d et e).

Les génes a et b, situés dans des régions de
faible densité génique et apposés a la lamine
nucléaire (la), forment un compartiment inactif.
Les genes c, d et e sont rassemblés dans une
usine a transcription (ut) a lintérieur du noyau.
Du fait de cette double localisation, leur
transcription atteint des niveaux élevés

d’analyse a grande échelle des interactions
intergéniques, s'il existe des
« interactomes » chromatiniens
caractéristiques de types cellulaires donnés.
Les travaux décrits ici s'inscrivent dans le
domaine plus large de I'épigénétique, c’est-
a-dire le contréle de I'expression des génes

qui ne repose pas sur la séquence d’ADN
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mais plutét sur 'environnement

chromatinien. Les mécanismes
épigénétiques les mieux caractérisés
opéerent par l'entremise de modifications
post-traductionnelles des molécules

d’histone (méthylations, acétylations,
phosphorylations, etc.). On parle souvent,

pour désigner [I'ensemble de ces
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Le TGFp appartient a une large famille de
facteurs de croissance polypeptidiques qui
régulent le programme de développement,
la croissance, la différenciation et
’homéostasie de la plupart des types
cellulaires et tissulaires. Le TGFp agit
comme un suppresseur de tumeur en
régulant la prolifération, la mort cellulaire et
limmortalisation. Des mutations dans les
génes codant les molécules de la voie de
signalisation du TGFf sont fréquemment
observées dans les cancers chez I'humain,
reflétant un réle important du TGFf dans la
suppression tumorale. Cependant, le TGFp
joue un double rble dans le cancer. En effet,
alors qu’il agit comme suppresseur de
tumeur dans les cellules normales ou les
stades précoces de carcinome, le TGFf agit
comme un agent pro-métastatique dans les
stades avancés de cancer, favorisant
'apparition de métastases. De ce fait, des
stratégies thérapeutiques visant a inhiber
ces effets pro-métastatiques du TGFp sont
en cours de développement. Nous décrirons
dans cet article ce paradoxe du TGFp ses
mécanismes et son rdle pour la progression

tumorale.
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Summary

TGFB belongs to a large family of
widespread and evolutionarily conserved
polypeptide growth factors that contributes
to the orchestration and modulation of the
developmental

program, growth and

differentiation profile and  functional
homeostasis of almost all cell types and
tissues. Mutations or deletions of TGFp
signaling components are frequent in human
cancers indicating a tumor suppressor role
for this growth factor. However TGFf has a
dual role in cancer. Indeed, while TGFp
exerts growth inhibitory responses in early
stage cancer by inhibiting growth, inducing
apoptosis, and preventing immortalization, it
acts as a pro-metastatic agent in advanced
tumor stages by providing tumor cells with a
favorable microenvironment and invasive
properties. This has led to the development
of therapeutic strategies aiming at inhibiting
the pro-metastatic arm of the TGFp
signaling pathway. In this review, we will
describe the dual role of TGFf in cancer, its
molecular mechanisms and its contribution

to tumor progression.
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J - Introduction

En 1978, un nouveau facteur de croissance
transformant, le TGFB (Transforming
Growth Factor B) est identifié ; sécrété par
des cellules infectées par le virus du
sarcome, il confére temporairement a des
fibroblastes des caractéristiques de cellules
transformées [1-3]. Dés lors, d’autres
facteurs de croissance, appartenant a la
méme famille, ont été identifiés. Aujourd’hui,
on compte plus de quarante membres dans
cette famille, incluant entre autres les
activines, les Bone Morphogenetic Proteins
(BMP), la protéine nodal, la myostatine et la
substance inhibitrice mdullerienne [4]. I
existe trois formes distinctes du TGFf
(TGFB-1, -2, -3), codées par des génes
distincts, qui conservent toutefois 70%
d’homologie entre elles [4-7]. La forme
active du TGFB-1, qui est la plus étudiée et
TGFB, est

synthétisée sous forme d’un précurseur

communément appelée
inactif latent constitué de deux molécules de
TGFB liges par des

hydrophobes et un pont disulfure, ainsi que

interactions

des protéines associées [8]. Le précurseur
est sécrété dans la matrice extracellulaire
(MEC) qui en assure le stockage, ou il
pourra étre activé. L’activation du TGFf est

régulée par de multiples processus. En
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effet, la maturation du TGFB résulte de
l'activité enzymatique de protéases (furines,
plasmine, calpaine, etc.), des traitements
physico-chimiques (acidification, chaleur,
dérivés réactifs de I'oxygéne, etc.), ainsi que
de la liaison du complexe latent au
récepteur mannose-6-phosphate. Par
ailleurs, l'activation du TGFB est aussi
contrélée par les glycosidases, la
thrombospondine et certaines molécules
thérapeutiques (anti-oestrogénes, acides
rétinoiques, etc.) [9, 10] (Figure 1). Aprés la
découverte de ses récepteurs de surface
dans les années 1980 [11, 12], cette
cytokine, exprimée de fagcon ubiquitaire, a
été montrée comme étant en cause dans le
programme de développement, la
croissance, la différenciation et
'homéostasie de la plupart des types
cellulaires et tissulaires [5, 13]. Le TGFp
régule la division cellulaire asymétrique et le
déterminisme lors de I'embryogénése, la
reproduction, les réponses immunitaires, la
croissance cellulaire, I'apoptose, la
formation osseuse, l'organisation et |la
réparation des tissus et I'érythropoiése au
cours de la vie adulte [14]. Les pertes de
fonction des voies de signalisation du TGFf
conduisent a des pathologies
hyperprolifératives, au développement de

)

cancers ainsi qua des maladies
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inflammatoires et auto-immunes, alors que

les gains de  fonction favorisent
limmunosuppression et le développement
de métastases [6, 15]. Le TGFB exerce

donc un double réle lors du développement
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de protéases
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tumoral : initialement, il agit comme
suppresseur de tumeur ; cependant, ces
effets sont perdus au cours de la

progression tumorale [16-20].

[ et 't Rom |
[vaep -1 TpR TRUARS | Smad 2

A A - MV ";.‘ 1ALKE) | Smad 2
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Cytoplasme

Noyau

Croissance TEM TEM

migration
invasion

Réponses
transeriptionnelles

Bik/Akt ~ RhoGTPases

Figure 1
Les voies de signalisation du TGF

Le ligand TGFB actif est un dimere synthétisé
sous forme d’un précurseur stocké dans la MEC.
La transmission du signal débute par I'interaction
du ligand avec un complexe de deux récepteurs
transmembranaires de type sérine/thréonine
kinases. Le TGF se lie d’abord au récepteur de
type Il (TBRII) constitutivement autophosphorylé,
qui recrute le récepteur de type | (TBRI) et le
transphosphoryle. Ensuite, le TBRI phosphoryle
des protéines Smad2 et Smad3 qui s’associent a

la protéine Smad4. Cet hétérocomplexe est
redirigé dans le noyau ou il se lie a 'ADN. En
plus d’activer la voie de signalisation des
protéines Smad, le TGFB est aussi capable de
transmettre ses signaux via la voie des kinases
activées en réponse au stress (p38 et JNK), la
voie des RhoGTPases, la voie MAPK impliquant
ERK et la voie PI3BK/mTOR. Toutes ces voies de
signalisation sont interconnectées (fleches
oranges).
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II- Les voies de signalisation du

TGTB

Comme il est indiqué dans la Figure 1, la
transmission du signal par le TGFB débute
par I'interaction du ligand avec un complexe
de deux récepteurs spécifiques qui sont des
protéines transmembranaires de type
sérine/thréonine kinases [5, 21, 22]. Le
TGFpB se lie d’abord au récepteur de type |l
(TBRII) constitutivement autophosphorylé,
qui recrute ensuite le récepteur de type |
(TBRI) dans le complexe. Le TBRII
transphosphoryle alors le TBRRI dans sa
région juxta-membranaire, une région riche
en résidus glycine et sérine [21, 22]. Le
TBRI recrute et phosphoryle ensuite des
protéines intracellulaires, appelées Smad2
et Smad3 (R-Smad). Une fois
phosphorylées, les protéines Smad2 et
Smad3 se détachent du récepteur pour
s’associer, dans le cytoplasme, a une autre
protéine Smad, appelée Smad4 [23-26]. Cet
hétérocomplexe de protéines Smad est
ensuite redirigé dans le noyau ou il se liera
a 'ADN avec une trés faible affinité [27].
Pour former un complexe de haute affinité
avec I'ADN, les protéines Smad s’associent
généralement a des facteurs de
transcription et des coactivateurs ou
corépresseurs de la transcription,

déterminant ainsi la spécificité cellulaire et
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tissulaire des fonctions du TGFB [28-30].
Par ailleurs, il existe des signalisations
croisées entre les différentes voies du TGFf
et dautres voies de signalisation: par
exemple, l'activation des protéines Smad
peut également activer le récepteur a 'lEGF
(Epidermal Growth Factor) et induire la TEM
[31]. Comme indiqué sur la Figure 1, en
dehors des protéines Smad, d’autres voies
de signalisation en aval des récepteurs du
TGFB ont aussi été mises en évidence. La
voie MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase) active les protéines ERK1 et ERK2
par une cascade faisant intervenir les
protéines Shc, Raf et MEK, et méne a
linduction de la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) [32-34]. La voie
des kinases activées en réponse au stress
(p38 et JNK [Jun N-terminal Kinase]) fait
intervenir l'ubiquitination de la protéine
TRAF6 et l'activation des protéines MKK,
entrainant 'apoptose et la TEM [34-40]. La
voie des RhoGTPases joue un rble dans
l'organisation du cytosquelette dans la
motilité cellulaire et I'induction de la TEM,
donc dans la migration et l'invasion a l'aide,
entre autres, des protéines RhoA, Cdc42 et
Rac [41, 42]. Enfin, la voie Phosphoinositide
3-Kinase (PI3K)/Akt fait intervenir la protéine
mTOR pour inhiber la croissance cellulaire
[43] et induire la TEM [44, 45]. Ces voies

indépendantes des protéines Smad sont
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donc en cause dans le double réle du TGF,
puisqu’elles agissent en grande partie pour
induire des effets pro-métastatiques du
TGFB. Les voies du TGFp induisent
I'expression de la protéine Smad7 qui inhibe
de maniére rétroactive la transmission du
signal. Cependant, le réle de Smad7 est
encore incertain : tandis que la
surexpression de Smad7 dans des cellules
de mélanomes inhibe in vivo les métastases
vers les os [46], son expression est corrélée
a la taille de la tumeur dans le cancer du
cblon [47]et dans le cancer du sein [48],
suggérant que Smad7 puisse exercer une
régulation positive sur le développement

tumoral, selon le contexte.

III- Le TGFB et la suppression

tumorale

Le TGFp inhibe la croissance de multiples
types cellulaires, comme les cellules
épithéliales, endothéliales, myéloides et
lymphoides, et a été défini comme un
suppresseur de tumeur [4, 19, 49]. Ces
effets s’expliquent par linhibition du cycle
cellulaire, Tlinduction de [Il'apoptose et
linhibition de [limmortalisation cellulaire
(Figure 2).

Inhibition du cycle cellulaire: La
progression du cycle cellulaire nécessite
kinases

I'activation des protéines
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dépendantes des cyclines (Cyclin
Dependent  Kinases ou CDK) par
association a leurs sous unités regulatrices,
les cyclines. Une fois activées, ces kinases
induisent la transcription et I'expression des
molécules régulatrices du cycle cellulaire
(ADN polymérase, oncogenes, etc.). Le
TGFp entraine I'arrét du cycle cellulaire, via
linduction de [I'expression de petites
molécules inhibitrices de ces CDK (CDKI).
En effet, le TGFB induit principalement le
CDKI p15™%* [[50]] mais aussi p21°"" [51].
L’augmentation d’expression de p15™K*®
entraine sa liaison avec les kinases CDK4
et CDK6 bloquant leur association avec les
cyclines et leur fonction, induisant ainsi un
arrét de la prolifération en phase G1 du
cycle cellulaire. En outre, l'association de
p15™¥*8 avec les complexes cyclines D-
CDK4/6 déloge p21°"™" et p27F! de ces
complexes, leur permettant d’inactiver
d’autres complexes cycline-CDK [52]. En
parallele, le TGFp est aussi capable
d’inhiber I'expression de facteurs stimulant
la croissance, comme l'oncogéne c-MYC
[53, 54] et les facteurs de transcription ID a
motif  hélice-boucle-hélice  [55]. Les
protéines c-MYC et ID présentent une
expression accrue dans de nombreux types
de cancer et régulent la croissance
cellulaire, la différenciation et I'angiogenése

[65-57]; leur répression par le TGFp
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contribue donc fortement aux effets
antiprolifératifs de ce facteur. Par ailleurs,
dans les cellules épithéliales de la glande
TGFp

l'expression de |la

mammaire, le diminue aussi

protéine tyrosine
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phosphatase CDC25, empéchant ainsi la
déphosphorylation d’un site inhibiteur sur
CDK4 et CDK®6, maintenant ainsi les cellules

dans la phase G1 du cycle cellulaire [58].

Figure 2.
Le TGFp et la suppression tumorale

(1) Le TGFp entraine l'arrét du cycle cellulaire
en phase G1, via l'induction des inhibiteurs de
CDK p15™ B et p21°®". p15™“® deloge p21°™
et p27KIP1 des complexes CDK4-cycline, leur
permettant ainsi d’inactiver les complexes
CDK2-cycline (fleches oranges). Le TGFp
inhibe aussi I'expression de mitogénes, comme

loncogéne c-MYC et les facteurs de
transcription ID. c¢-MYC active les voies
inhibitrices dans une boucle de rétroaction

positive (fleche orange).

(2) Le TGFB augmente I'expression du facteur
de transcription E2F1, entrainant la formation
d’'un complexe E2F1-pRb-P/CAF qui active de

nombreux génes pro-apoptotiques dans
différents types de cellules normales et
cancéreuses. Dans les cellules

hématopoiétiques, le TGFp stimule I'expression
de la phosphatase SHIP qui inhibe la voie de
survie Akt et entraine la mort cellulaire. Le
TGFB induit aussi I'apoptose par les protéines
Daax et DAPK dans les cellules hépatiques, le
facteur de transcription TIEG1 dans les cellules
pancréatiques et la protéine mitochondriale
ARTS impliqué dans l'induction de l'apoptose
via les mitochondries.

(3) Enfin, le TGFB inhibe limmortalisation
cellulaire dans les cellules normales et
cancéreuses en bloquant I'expression de la
télomérase (hTERT).

93



Induction de I'apoptose : Le TGFp stimule
'apoptose dans des types cellulaires variés
par des mécanismes moléculaires encore
mal connus [59-61]. Plusieurs protéines,
comme la protéine Daxx [62], le facteur de
transcription TIEG1 (TGFp-Inducible Early-
response Gene) [63], la protéine pro-
(Death-Associated

Protein Kinase) [64] et la protéine

apoptotique DAPK

mitochondriale ARTS (Apoptosis-Related
protein in the TGFp Signaling pathway) [65]
ont été impliquées dans des contextes
cellulaires spécifiques. Dans les cellules
hématopoiétiques, nous avons mis en
évidence un mécanisme important par
lequel le TGFB et les activines régulent la
mort cellulaire : le TGFp, via les protéines
Smad, stimule I'expression de la
phosphatase lipidique SHIP (Src Homology
2 domain-containing 5’ Inositol
Phosphatase) dans les lymphocytes [66].
Ceci induit une diminution des taux de
second messager PIP3 (Phosphatidyl
Inositol triPhosphate), conduisant ainsi a
linactivation des voies de survie cellulaire
en réponse a la kinase Akt et entrainant la
mort des cellules immunitaires. Dans ce
dernier cas, ceci contribue donc aussi a
limmunosuppression et a la progression
tumorale (voir section Va). Récemment,
nous avons aussi mis en évidence un

mécanisme central d’induction de la mort
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cellulaire par le TGFB dans différents tissus
[67]. Nos études ont montré que le TGFp
augmente [l'expression du facteur de
transcription E2F1, entrainant la formation
d’'un complexe transcriptionnel actif E2F1-
pRb-P/CAF sur les promoteurs de
nombreux génes pro-apoptotiques et
induisant I'apoptose dans différents types de

cellules normales et cancéreuses [67].

Inhibition de I'immortalisation cellulaire :
Dans les cellules normales, la sénescence
puis la mort surviennent aprés un nombre
de divisions cellulaires limitées, au cours
desquelles les téloméres raccourcissent
progressivement. Les cellules cancéreuses
ne subissent pas ce phénomeéne : elles sont
immortalisées par la réactivation de 'activité
d’'une enzyme appelée télomérase. Cette
enzyme est une réverse transcriptase,
formée d’'une composante ARN, hTER, et
d’'une composante protéique, hTERT, et
ajoute des séquences répétitives d’ADN au
bout des chromosomes limitant ainsi leur
raccourcissement. Le TGFp inhibe
'expression de la protéine hTERT dans les
cellules normales et cancéreuses *2°"°%, Les
résultats de notre laboratoire indiquent que
ces effets inhibiteurs du TGFf sur I'inhibition

de I'expression de hTERT sont relayés via
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Smad3, le facteur de transcription E2F1 et

des activités histones déacétylases [38].

C’est donc par ces trois grandes voies de
signalisation combinées (inhibition du cycle
cellulaire, induction de [I'apoptose et
inhibition de I'immortalisation) que le TGFf
agit comme un puissant suppresseur de

tumeurs dans de nombreux tissus.

IV- Altérations des wvoies de
signalisation du TGFB dans le

cancer chez Chumain

Différentes  altérations génétiques ou
épigénétiques des molécules de la voie de
signalisation du TGFB ou de molécules qui
interagissent avec cette voie altérent les
fonctions de suppression de tumeurs et
favorisent le développement tumoral. Les
effets de suppression de tumeurs du TGFp
sont certainement le mieux illustrés par la
pléiade de mutations inactivantes identifiées
dans les différents génes impliqués dans la
signalisation par le TGFp et fréquemment
rencontrées dans les cancers chez 'humain
(Tableau 1) [4, 6, 19].
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Mutations dans les génes codant les
récepteurs du TGFp : Des mutations dans
les deux alléles du TpRIl donnant une
protéine tronquée, ou a lactivité kinase
inactivée, ont été identifiées dans de
nombreux cancers, en particulier dans le
cancer colorectal, ovarien et gastrique [68,
69]. Ces mutations sont beaucoup plus
fréquentes dans les tumeurs a instabilité de
microsatellites, due a des mutations dans
les géenes de réparation des
mésappariements. Le TBRI présente
fréequemment des mutations de décalage du
cadre de lecture ou non-sens, par exemple
dans les cancers de l'ovaire et du sein.
L’'expression des récepteurs peut étre
diminuée par des altérations épigénétiques,
comme I'hyperméthylation de leur
promoteur ou laltération de facteurs de
transcription qui régulent leur expression
[70]. L'expression du TpRIl dans des
cellules de cancer du sein freine I'apparition
de tumeurs [71], alors que la mutation ou la
surexpression d’un dominant négatif du
TPRRII inactive ses effets de suppression
tumorale et augmente la tumorigénicité [72-
74]. Une plus faible expression du TpRII est
corrélée a des stades avancés [70]. Ces
observations suggérent que les récepteurs
au TGFp agissent comme des suppresseurs
de tumeur dans les stades précoces du
développement tumoral.
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Expression_accrue : sein (68 %), poumon (48 %),
pancréas (47 %), oesphage (37 %), estomac (23 %),
colon, prostate.

< P Mutations/délétions : colon (28 %), ovaire (25 %), téte

et cou (21 %), estomac (15 %), sein (12 %), pouman,

s endometre, foie, col de l'utérus, voies biliaires, gliomes.
-

Mutations/délétions
ovaire (30 %), téte et cou (17 %, PH 53 %), vessie (PH
31 %), prostate (25 %), sein (6 %), voies biliaires.

L m=

Mutations/délétions :
colon (8 %), col de I'utérus (8 %), foie, poumon.

Mutations/délétions :

pancréas (50 %, PH 90 %, délétion 30 %), colon (PH 60
%), estomac (PH 60 %), poumcn (PH 56 %), sein (12 %,
PH 30 %), téte et cou (PH 40 %), prostate (PH 30 %),
voies biliaires (16 %), col de I'utérus (4 %), vessie,
cesophage, rein, foie, ovaire

Mutations/délétions :
leucémie lymphoblastique de type T, estomac.

Tableau 1. Les mutations des génes de la voie de signalisation du TGF@

Des genes de la voie de signalisation sont signalisation sont indiqués entre parenthéses
fréquemment mutés ou délétés dans différents ainsi que le cancer associé. Les cas de pertes
cancers chez I'humain. Les taux de mutations d’hétérozygotie (PH) associés au cancer sont
des différentes molécules de la voie de aussi spécifiés.
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Mutations dans les génes codant les
protéines Smad : Des mutations affectent
trés souvent le domaine carboxy-terminal
des protéines Smad2 et Smad4 [75],
altérant la formation de complexes et
l'activation de la transcription [76]. La
protéine Smad4, la plus affectée, est
considérée comme un suppresseur de
tumeur; son géne est notamment muté ou
délété dans 50% des cancers pancréatiques
ou il a été initialement caractérisé, mais
aussi dans un grand nombre d’autres types
de cancers [77]. Le géne codant la protéine
Smad2 est muté dans les cancers
colorectaux, hépatiques et pulmonaires [69,
78], tandis que celui de Smad3 est perdu
dans les cancers gastriques et certaines
leucémies [79]. A Tlinverse, les répresseurs
transcriptionnels Ski et SnoN, qui ciblent et
répriment I'expression des protéines Smad,
sont souvent amplifiés dans ces cancers,
mettant en évidence leur rle d’oncogéenes
[80].

Mutations/altérations d’autres molécules
de signalisation du TGFf : Des mutations
de la protéine p53 altérent la coopération
entre les protéines p53 et Smad
normalement requise pour les effets
cytostatiques du TGFp dans des cellules de
cancer du poumon et favorisent l'induction
de la TEM, Tlinvasion cellulaire et la

formation de métastases in vivo [81].
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L’activation oncogénique de la voie Ras-
RAF-MAPK induit la transition de Ila
suppression tumorale par le TGFf vers
linduction de la progression tumorale de
carcinome hépatocellulaire en favorisant la
phosphorylation de la région linker de
Smad3 qui empéche son activation par le
TBRI [82]. Par ailleurs, des altérations
épigénétiques peuvent aussi favoriser cette
transition. Ainsi, I'hnypométhylation du géne
PDGFp (Platelet-Derived Growth Factor f3)
permet au TGFp de favoriser la prolifération
de cellules de (glioblastome [83]. La
diminution d’expression de la protéine DAB2
(Disabled

progression tumorale de cellules de cancer

homolog 2) favorise la
de la téte et du cou et de cellules
squameuses vulvaires [84]. La
surexpression de la protéine Six1 (Sine
oculis homeobox homolog 2) dans des
cellules de cancer du sein permet I'induction
de la TEM par le TGFp favorisant ainsi le

développement de métastases [85].

Ces altérations des génes codant les
protéines relayant les effets du TGFp
affectent les fonctions de suppresseur de
tumeur tout en favorisant I'apparition et le
développement des meétastases, expliquant
ainsi le double réle du TGFp.
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V- Le TGFB est un agent pro-

métastatique

Les effets de suppresseur de tumeurs du
TGFp sont trés souvent perdus au cours de
la progression tumorale. Ainsi, dans ce
contexte, d’autres réponses cellulaires
indépendantes de [linhibition de Ila
croissance et favorisant la progression
tumorale et le développement de
métastases prévalent [6, 15, 86]. Les effets
du TGFp dans le processus métastatique
ont été le mieux caractérisés dans le cancer
du sein, le cancer féminin le plus répandu
en Amérique du Nord. En 2012 seulement,
parmi les 1638910 nouveaux cas de
cancer aux Etats-Unis et 177 800 au
Canada, on estime a 229 060 et 23 600,
respectivement, le nombre de nouveaux cas
de cancer du (www.cancer.org,
www.cancer.ca). Parmi les 577 190 morts
dues au cancer aux Etats-Unis et 75 000 au
Canada, on estime la mortalit¢ due au
cancer du sein a 39 920 et 5 200 morts aux
Etats-Unis et au Canada, respectivement. Il
existe différents types de classification pour
les cancers du sein, qui dépendent de la
taille de la tumeur, de la présence de
cellules tumorales en dehors du site
primaire (positivité dans les ganglions
lymphatiques, apparition de métastases sur

des sites distants), ainsi que de la rapidité a
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laquelle les cellules cancéreuses se
multiplient par rapport aux cellules normales
(parameétre établi a partir de biopsies) [87].
Alors que les taux de rémission et de survie
au-dela de 5 ans sont élevés dans les
tumeurs primaires localisées, ils chutent
fortement dans les tumeurs métastatiques,
qui se sont propagées et établies sur des
sites secondaires distants. Ces derniéres,
pour qui la croissance ne dépend pas des
hormones ni de 'abondance des récepteurs
HER2, sont donc souvent résistantes aux
thérapies hormonales (tamoxifene et
inhibiteurs d’activité aromatase) ou ciblant
HER2 (Trastuzumab ou Herceptin) et sont
responsables de la plupart des décés dus
au cancer du sein [88]. Le TGFB est un
acteur prépondérant dans les processus
d’invasion cellulaire et le développement
métastatique des cellules du cancer du sein,
et c’est dans ce contexte que des thérapies
spécifiques, ciblant les effets pro-
métastatiques du  TGFB, paraissent
attractives et prometteuses. Comme le
montre la Figure 3, ces effets du TGFp sur
la progression tumorale sont de deux types :
a) sur les cellules avoisinantes de la tumeur
et le stroma, b) sur les cellules cancéreuses
elles-mémes. En effet, les cellules
tumorales  synthétisent et  sécretent
d'importantes quantités de TGFB [89] qui

modifient le stroma et la MEC, stimulent
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langiogenése, la différenciation des

myofibroblastes et entrainent une
immunosuppression locale et systémique,
contribuant a la progression tumorale. Dans
les cellules cancéreuses, le TGFp inhibe

'adhésion cellulaire, induit la transition

Phénotype épithélial

Phénotype mésenchymal
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épithélio-mésenchymateuse (TEM), stimule
le potentiel migratoire et invasif des cellules
et induit le chimiotactisme vers les organes
distants, favorisant ainsi le développement
de métastases.
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Figure 3. Les effets pro-métastatiques du TGFf

Les cellules tumorales sécrétent d’'importantes
quantités de TGFB qui stimulent I'angiogenése
tumorale en induisant I'expression des facteurs
VEGF et CTGF et en inhibant I'expression de
I'angiopoiétine-1. Le TGFp induit I'apoptose et
une diminution de prolifération dans les
lymphocytes B et T agissant ainsi comme
immunosuppresseur. Le TGFB favorise la
maturation des myofibroblastes qui sécretent
des facteurs prolifératifs et angiogéniques,
favorisant ainsi la progression de la tumeur.
Dans les cellules cancéreuses, le TGF( favorise

la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).
Le TGFB stimule le potentiel migratoire et invasif
des cellules cancéreuses. Le TGFB favorise
aussi la formation de métastases osseuses. La
synthése et sécrétion d’interleukines en réponse
au TGFB favorise la prolifération des cellules
tumorales et induit la différenciation des
ostéoclastes et la résorption osseuse. Le TGFf3
est capable de promouvoir le développement
des métastases vers les 0s, mais également
vers les ganglions lymphatiques, les poumons, le
foie et le cerveau
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a- Les effets paracrines du TGFB
créent un microenvironnement
favorable au développement des

métastases

L’immunosuppression: Le TGFp agit
comme un agent anti-inflammatoire dans les
tissus sains et dans les cancers de stade
précoce, permettant une  tolérance
immunitaire [[90]]. En induisant I'apoptose
dans les lymphocytes B et T, le TGFp agit
aussi comme un puissant
immunosuppresseur [91], empéchant
linfiltration des cellules immunitaires dans la
tumeur et permettant ainsi a la tumeur de se
soustraire a I'immunosurveillance de I'héte

[4, 92].

L’angiogenése : L’angiogenése permet
l'apport de nutriments et d’oxygéne aux
cellules tumorales par le systéme vasculaire
et leur donne également accés au systéme
sanguin, favorisant I'émergence de
métastases. Le TGFB est un puissant
inducteur de 'angiogenése [93] :
laugmentation de I'expression du TGFp est
corrélée a une augmentation de densité de

microvaisseaux et a un mauvais pronostic
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dans différents types de cancer [[94, 95]]. Le
TGFpB induit I'expression des facteurs
angiogéniques VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) et CTGF (Connective Tissue
Growth Factor) dans les cellules épithéliales
et les fibroblastes [96, 97], alors qu’il inhibe
'expression de l'angiopoiétine-1 dans les
fibroblastes, contribuant a la perméabilité
des vaisseaux associés a la tumeur [98]. En
outre, le recrutement de cellules
endothéliales par la tumeur nécessite une
dissolution de vaisseaux matures aux
abords de la tumeur facilitée par
'augmentation de la sécrétion et I'activité de

métalloprotéinases par le TGF [99].

La génération de myofibroblastes : Les
myofibroblastes, dont la maturation est
favorisée par le TGFp sont des cellules
mésenchymateuses avec des
caractéristiques de fibroblastes et de
cellules musculaires lisses [100]. lIs
favorisent la progression tumorale gréace a la
sécrétion de facteurs prolifératifs et

angiogéniques.

Grace a ces effets sur le
microenvironnement tumoral, le TGFp

favorise la croissance et le développement
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de la tumeur, permettant aux cellules
tumorales de progresser vers le stade
métastatique. Ceci ne peut étre permis que
si les cellules tumorales acquiérent des
caractéristiques leur permettant de se
détacher de la tumeur primaire, d’envahir
I'environnement péritumoral et de coloniser

d’autres organes.

b- Le TGFB favorise la
progression tumorale en
agissant directement sur les

cellules cancéreuses

Le TGFp produit par la tumeur agit sur les

cellules  tumorales elles-mémes, en
stimulant leurs propriétés migratoires et
invasives ainsi qu’en régissant la TEM et le
chimiotactisme vers les organes distants

(Figure 3).

La transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) : 1l s’agit d’'une transdifférenciation de
cellules épithéliales hautement organisées
en réseaux en une population désorganisée
et mobile de cellules mésenchymateuses,
qui confere aux cellules cancéreuses des
propriétés migratrices et invasives [101,
102]. La TEM a lieu naturellement au cours

du  développement des  organismes
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multicellulaires, ou elle régit la
morphogenése dans différents territoires
embryonnaires. Elle induit la dissolution des
jonctions étanches entre les cellules
épithéliales et le substrat ainsi que des
jonctions adhérentes basolatérales,
entrainant la perte de polarité des cellules
épithéliales caractérisée, entre autres, par la
perte d’E-cadhérine et la relocalisation de f3-
caténine dans le noyau ou elle induit
'expression des protéines c-MYC, cycline
D1 et MMP7. Le cytosquelette d’actine est
aussi délocalisé des sites d’adhérence
corticale et réorganisé en fibres de stress
ancrées aux complexes d’adhésion focale
qui contribuent a la formation de filopodes et
a la migration cellulaire. La sécrétion accrue
de protéases extracellulaires, couplée a une
diminution des protéines de la MEC,
contribue quant a elle a la digestion de la
dite matrice et au phénotype invasif. Enfin,
'expression de marqueurs épithéliaux (E-
cadhérine, Z0O-1, occludine, claudine,
cytokératines 8, 18 et 19, desmoplakine,
etc.) est remplacée par celle de marqueurs
mésenchymateux (vimentine, N-cadhérine,
fibronectine, ténascine-C, vitronectine, etc.).
Cette régulation génétique de la TEM est
sous le contrdle de facteurs de transcription
en doigts de zinc Snail et Slug, le facteur a

motif boucle-hélice-boucle basique Twist,
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les protéines a homéodomaine ZEB-1 et
ZEB-2 et le facteur forkhead FoxC3 [4], qui
sont tous régulés par le TGFp [103]. En
induisant la TEM, le TGFp confére aux
cellules tumorales un phénotype
mésenchymateux leur permettant de
modifier les communications intercellulaires

et leurs propriétés migratoires et invasives.

L’adhésion cellulaire : La TEM induite par
le TGFB entraine des changements dans
'expression des molécules d’adhésion
diminuant profondément I'adhésion entre
cellules, et, entre les cellules et le substrat.
Les cellules cancéreuses sont alors
dissociées de la tumeur primaire et peuvent
ainsi se disséminer. Par exemple, dans la
peau, les mélanocytes sont sous le contrble
étroit des kératinocytes par l'intermédiaire,
entre autres, de la E-cadhérine dont
I'expression est diminuée par le TGF( [104].
Dans les meélanomes, la TEM altére cette
communication et le contréle de Ila
croissance des méeélanocytes par les
kératinocytes est perdu. La TEM permet
alors aux cellules de mélanomes d’adhérer
et de communiquer avec les fibroblastes du
stroma et les cellules endothéliales, et
favorise ainsi leur dissémination dans le
derme. Dans les ostéosarcomes, le TGFf3

diminue I'adhésion entre les cellules et le

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

substrat laminine en diminuant I'expression
de son récepteur, l'intégrine asB4, sans
modifier I'expression des récepteurs du
collagéne et de la fibronectine, les intégrines
axB1 et asBq, respectivement [105]. Le
changement d’expression du répertoire
d’'intégrines par le TGFB permet au TGFf
de modifier profondément I'adhésion des

cellules.

La migration cellulaire : Il est
généralement admis que la TEM a lieu
avant que les caractéristiques migratoires et
invasives ne soient acquises [106]. La
surexpression d'un dominant négatif du
TBRII empéche l'induction de la TEM par le
TGFp et la migration cellulaire, alors que la
surexpression du TBRI constitutivement
activé restaure la motilité cellulaire [20].
Tandis que linduction de la TEM par le
TGFp est souvent associée a I'induction du
potentiel migratoire, ces deux phénomeénes
peuvent étre dissociés: des tumeurs co-
exprimant du TGFB recombinant et un
dominant négatif du TBRII ne subissent pas
la TEM et forment pourtant des métastases
plus agressives que les tumeurs n’exprimant
que le TGFB recombinant [106]. Par ailleurs,
avant de se déplacer, les cellules produisent
des lamellipodes a I'avant, tout en rétractant

la partie arriéere; ces étapes sont
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coordonnées par la famille des
RhoGTPases qui sont activées par le TGFf
[107]. Par un mécanisme dépendant des
protéines Smad, le TGFB induit également
'expression du microARN miR-181 [108]
qui, selon nos observations, joue un réle
dans l'induction de la migration par le TGF
et 'activine A dans un modéle de cancer du
sein [109].

L’invasion cellulaire : En plus de stimuler
le potentiel migratoire des cellules
tumorales, le TGFp régule également leur
capacité a remodeler la MEC en
augmentant I'expression de
métalloprotéinases [110] et la génération de
plasmine, qui augmentent la biodisponibilité
du TGFp stocké dans la MEC. En paralléle,
les niveaux accrus de TGFp stimulent la
synthése de protéines de la MEC a l'arriére
des cellules invasives. Ces phénomeénes
permettant aux cellules cancéreuses de
traverser la barriere de la MEC menant a
des sites secondaires métastatiques. Le
microARN miR-181, induit par le TGFR,
cible Tlinhibiteur de métalloprotéinases
TIMP3 et augmente les propriétés invasives
des cellules [111]. Lors d’une étude récente
de notre laboratoire, nous avons pu mettre
en évidence un mécanisme important par

lequel le TGFB induit la migration et
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linvasion cellulaires [[112]]: nous avons
identifié I'inhibiteur de CDK p21%"" comme
un élément régulateur central des voies de
signalisation TGF3 amenant a I'invasion des
cellules de cancer du sein in vitro et in vivo.
En effet, nos résultats indiquent qu’en
réponse au TGFB, p21F' permet le
recrutement du régulateur transcriptionnel
P/CAF, induisant I'acétylation des protéines
Smads et leur liaison a I'ADN, activant ainsi
la transcription de multiples génes cibles
pro-métastatiques. En outre, nos travaux
montrent qu’une forte expression de p21<*!
est corrélée avec un faible pronostic de

survie ainsi qu’avec un risque accru

d’apparition de métastases distantes [112].

La contribution aux métastases et la
chimioattraction : Comme indiqué sur la
Figure 3, les cellules tumorales qui ont
envahi la matrice pénétrent dans le systéme
sanguin par un mécanisme appelé,
intravasation. Les cellules vont se
disséminer, en utilisant le flot sanguin pour
ensuite  éventuellement ressortir des
vaisseaux (extravasation) et venir former de
nouvelles colonies tumorales dans wun
microenvironnement distant et propice a la
colonisation. Ces étapes sont également
régulées par le TGFp, qui favorise la
croissance des tumeurs secondaires [4] et

détermine  également leur spécificité
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tissulaire

[113-116].  Par

l'association du ligand SDF-1 (Stroma-

exemple,

Derived Factor-1) exprimé par les cellules
osseuses a son récepteur CXCR4 (C-X-C
Chemokine  Receptor type 4), dont
'expression par les cellules tumorales est
induite par le TGFB [117], permet une
chimiotaxie des cellules tumorales du sein
vers les os [4, 118]. De plus, le TGFp
sécrété par les cellules cancéreuses
recrutées, induit une forte expression des
interleukines IL-1 et IL-6 [119, 120],
favorisant ainsi la différenciation de cellules
progénitrices en ostéoclastes [121], qui sont
les principaux acteurs dans la résorption
minérale entrainant des lésions osseuses.
Le TGFpB stimule aussi la sécrétion de I'lL-
11 et de la protéine apparentée a 'hormone
parathyroidienne (PTHrP) par les cellules
cancereuses augmentant ainsi I'expression
de RANKL (Receptor Activator of Nuclear
factor Kappa-B Ligand) a la surface des
ostéoblastes. Cette augmentation
d’expression de RANKL déclenche la
différenciation des cellules progénitrices en
ostéoclastes, entrainant alors une
déminéralisation osseuse [122, 123]. En
plus de favoriser les lésions osseuses, le
TGFB facilite I'extravasation du systéme

sanguin vers le parenchyme des poumons
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[114] et induit I'expression des génes de la
cyclooxygénase-2 (COX2), du récepteur a
'EGF (Epidermal Growth Factor) et de
(ANGPTL4) qui

développement  des

l'angiopoietin-like 4
contribuent  au
métastases pulmonaires [124]. Certains
génes comme COX2 et EGFR ont depuis
été associés au processus métastatique
vers le cerveau [125]. L’expression du géne
de l'a2,6-sialyltransférase (ST6GALNACS),
normalement limitée au cerveau, confére
aux cellules du cancer du sein une
adhérence accrue a I'endothélium cérébral
tandis qU'ANGPTL4 affecte les jonctions
endothéliales [125].

VI- Opportunités

thérapeutiques

Les effets pro-métastatiques du TGFp en
font une cible thérapeutique intéressante,
puisque bloquer ses voies de signalisation
interfére avec des mécanismes essentiels
au processus métastatique. Comme la
production de TGFf est augmentée dans de
nombreux types de cancer et est corrélée
avec le stade tumoral [[89, 126]], de
nombreux types d’inhibiteurs ciblant la voie
de signalisation de TGFB a différents
niveaux sont en cours de développement
(Figure 4) [89, 126-131].
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Figure 4. Les inhibiteurs de la voie de signalisation du TGF@

Les effets pro-métastatiques du TGFf en font
une cible thérapeutique intéressante. A cette fin,
différentes stratégies sont en cours de
développement : les anticorps bloquants et les
récepteurs solubles se lient au ligand et
empéchent sa liaison au TRRII, les inhibiteurs
peptidiques agissent comme des inhibiteurs
compétitifs au niveau de la liaison du ligand au
récepteur, les inhibiteurs de kinases bloquent
I'activité kinase induite par la fixation du ligand

au récepteur et empéchent la transduction du
signal aux protéines cytosoliques. D’autres
inhibiteurs intracellulaires sont également en
voie de développement comme I'oligonucléotide
antisens ciblant TARNm du TGFB ligand qui
empéche la synthése du ligand, des ARNi ciblant
des ARNm de la réponse transcriptionnelle du
TGFB ou des miARN en aval de la voie de
signalisation du TGF(
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Cependant, les thérapies développées
manquent parfois de spécificité vis-a-vis des
cellules cancéreuses et présentent de
nombreux effets secondaires. Les
recherches visant a bloquer spécifiquement
les activités pro-tumorales du TGFf sans
affecter les effets de suppression tumorale
semblent plus prometteuses. Par exemple,
les ARN interférents constituent une
approche intéressante puisqu’ils
permettraient de cibler spécifiquement des
molécules de la voie de signalisation du
TGFB. Ainsi, notre laboratoire a montré que
bloquer I'expression de p21"" par un ARN
interférent réduit de maniére importante
linvasion locale de cellules de cancer du
sein, sans affecter les effets de suppresseur
de tumeurs du TGFp [132]. Par ailleurs, le
développement de telles thérapies devra
étre ciblé et spécifiquement adapté a des
tissus et des types de cancer particuliers.
En effet, les activités régulatrices du TGFf
dans le développement des métastases,
particuliérement bien caractérisées dans le
cancer du sein, sont beaucoup moins bien
définies dans d’autres types de cancer,
voire  différentes, comme dans les
mélanomes. Les mélanomes sont la cause
principale de mortalité due au cancer chez
les jeunes entre 25 et 30 ans [133]. Alors

que certaines etudes suggerent que le
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TGFB favoriserait le potentiel métastatique
des cellules de mélanomes [46, 134],
d’autres observations, ainsi que des études
récentes de notre laboratoire, indiquent que
le TGFp inhiberait leurs capacités invasives
[135]. Dans ce contexte particulier, des
stratégies visant a reproduire les effets du
TGFB pourraient étre alors envisagées. Par
ailleurs, de nouvelles techniques plus
efficaces et spécifiques d’administration de
médicaments qui pourraient étre utilisées
dans les thérapies ciblant les voies du TGFf3
doivent étre développées pour une meilleure
efficacité. A cet égard, nous avons
récemment mis au point une nouvelle
méthode  ultrasensible et  spécifique
d’introduction d’'un géne étranger dans des
cellules cancéreuses en couplant I'utilisation
d’un laser  femtoseconde a des
nanoparticules dor [136, 137]. Cette
technique présente un intérét particulier dQ
a son efficacité de transfection bien
supérieure aux techniques actuellement
employées, ainsi qu'a sa spécificité
cellules

potentielle vis-a-vis des

cancéreuses [136].
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TGFB est un suppresseur de tumeur
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VII- Conclusion

Le TGFp est un acteur majeur dans la
formation et la progression des cancers
chez I'humain. Agissant comme un
suppresseur de tumeur dans les cellules
normales et les carcinomes précoces, le
TGFp est capable d’induire la progression
métastatique des cellules tumorales dans
les stades plus avancés et invasifs de
cancers (Figure 5). Ces effets pro-tumoraux
du TGFB en font donc wune cible
préférentielle pour le développement de
nouvelles thérapies spécifiques contre les
cancers métastatiques. Bien qu’il existe

actuellement plusieurs inhibiteurs en phase

TGFB est un agent prométastatique

TEM

= Dissolution contacts
collule-collule et collule-substrat

» Réorganisation du cytosquelette d'actine
« Séerétion de MEC ot de protéases
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d’essais cliniques, il est encore difficile de
prédire ou de déterminer si ces stratégies
seront efficaces a long terme, et si elles
seront capables de spécifiquement bloquer
les effets pro-métastatiques du TGFp sans
en affecter les effets de suppresseur de
tumeur. Sachant que les mécanismes
intracellulaires et les voies de signalisation
spécifiques des effets pro-métastatiques du
TGFpB restent encore mal définis, des
recherches approfondies ayant pour but de
mieux caractériser le détail des voies de
signalisation TGFB au niveau moléculaire
seront nécessaires pour permettre le
développement d’outils thérapeutiques plus

spécifiques.

Figure 5. L’apparent paradoxe du TGFf

Le TGFB agit comme un suppresseur de tumeur
en entrainant larrét du cycle cellulaire,
'apoptose et [linhibition de [limmortalisation
dans les cellules normales et les carcinomes
précoces. Les effets suppresseurs de tumeur du
TGFB sont perdus, favorisant la progression
tumorale. Le TGFB induit alors la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM). Les effets
pro-métastatiques du TGF sont dus a ses
actions sur le stroma et sur les cellules
cancéreuses. Le TGFp favorise les métastases
des cellules cancéreuses vers de nombreux
sites secondaires.
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Approche plus humaine de la pratique
meédicale, la médecine personnalisée
occupe aujourd’hui une place grandissante
autant dans I'étude des  aspects
physiopathologiques que dans  son
application. L’un des aspects spécifiques de
cette nouvelle approche aborde ici le
domaine de la progression de l'insuffisance
rénale, un sujet malheureusement négligé.
Bien que cet organe soit richement perfusé,
on s’attarde peu a lidentification précoce
des caractéristiques
endothéliales/épithéliales de ses réseaux de
microcirculation joints a son espace
interstitiel particulier. Nous avons publie, il y
a trente-trois ans, que larrét de Ila
progression de [linsuffisance rénale était
associé au maintien de I'homéostasie des
phosphates caractérisée par une excrétion
urinaire élevée de cet anion. Trois ans plus
tard, nous avons documenté ce phénoméne
en l'appliquant a un modeéle animal (pré-
hypertension), et I'avons identifi€ comme
étant  vraisemblablement lié a un

mécanisme bradykinine-dépendant, sujet
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encore malheureusement négligé. La
calcification des tissus mous de I'organisme,
y compris du systéme vasculaire, est reliée
aux mécanismes précoces de l'atteinte de
tous les organes-cibles, et est
éventuellement contrélable par l'intervention
des modulateurs de la bradykinine. Le
marqueur actuel de la progression de
linsuffisance rénale consiste & mesurer la
filtration glomérulaire, 'une des quarante
fonctions de cet organe, alors qu’elles sont
déja toutes détériorées a plus de 50 %, et
qu’il est désormais trop tard pour une
intervention efficace. Dans [I'approche
proposée ici, nous envisageons,
premieérement, de rechercher les marqueurs
précoces de la progression de I'insuffisance
rénale, incluant les anomalies de
’homéostasie acido-basique (phosphates,
sulfates) et azotée (ammoniaque, acide
uriqgue) et, deuxiemement, d’explorer les
effets thérapeutiques éventuels du systeme
bradykinine-dépendant qui vient de faire

I'objet de récentes publications.
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Summary

Personalized medicine is now occupying a
major place in medical practice in both
physio-pathological as well as humanistic
approaches in medical practice. One
specific aspect of this new approach is now
dealing with the critical question of renal
failure progression, a neglected subject in
the domain of this highly perfused organ
which possess a microcirculation network
joining endothelial/epithelial structures close
to its interstitial volumes. We did publish,
thirty-three years ago, that the non- renal
failure progression in human patients, who
were maintaining phosphate homeostasis, is
characterized by high capacity of urinary
excretion of this anion. Three years later, we
did document, in a pre-hypertensive
experimental animal model, that such a

phenomenon was related to a potential
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bradykinin defect responsible for soft tissue
abnormalities including the vascular system,
an early target for organ damage, eventually
susceptible to bradykinin modulation. The
actual marker of renal failure progression is
based almost exclusively on measurement
of glomerular filtration, one of more than
forty other functions of this organ, already
more than 50% damaged too late for
eventual positive intervention. In the actual
situation, we propose first to identify and

search early markers of renal failure

progression including acid-base
(phosphates,  sulfates) and  nitrogen
(ammonia, uric acid) homeostasis

abnormalities, and secondly, to explore
eventual therapeutic bradykinin-dependent
interventions which recently lead to

interesting publications.
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Introduction

La médecine personnalisée a pris
récemment de l'ampleur dans plusieurs
domaines. Son application s’est marquée
non seulement dans [I'évolution du
diagnostic et du suivi génétique de Ila
maladie, mais elle s’exerce aussi a des fins
pratiques, économiques, et bientdt peut-étre
juridiques, dans les services de santé de
nos populations grandissantes. Son essor
est d'ailleurs a souhaiter dans d’autres
domaines concernant I'élaboration de la
physiopathologie des maladies. Ce type de
médecine particulier a longtemps été
négligé aux dépends du développement
rapide, souvent précipité, d’approches
thérapeutiques court-circuitant les étapes
précoces de la maladie, difficilement
identifiables sinon totalement obscures. Tel
est le cas de l'hypertension artérielle, si
répandue, dont I'approche n’a pas évolué au
cours du dernier demi-siécle en dépit de son
importance mondiale. A cet égard, nous
pourrions avec assurance et de fagon
marquée, cibler le rein avant tout, dont
I'étude de l'insuffisance, durant cette méme
période de notre histoire, est devenue
depuis son identification des plus négligées.
En effet, les problémes d’insuffisance liés a

cet organe vital occupent maintenant une
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place importante a travers les traitements de
remplacement tous azimuts actuellement en
application, lesquels dépassent certains de

nos efforts guerriers [1].

Probléemes

médicaux/sociologiques

Malgré son existence plus ou moins bien
définie depuis quelques décades, la
génétique, dont I'essor a été marqué au
cours des derniéres années, devient quand
méme un outil important dans le diagnostic
d’'un certain nombre de maladies, a tel point
gu’elle permet d’en planifier maintenant de
plus en plus limpact sociologique et
économique grandissant dans la plupart de
nos sociétés. A cet égard, I'épigénétique
devient une question centrale ciblant les
interactions de plus en plus étroites, pour ne
pas dire intimes, des facteurs
environnementaux qui s’ajoutent aux
répercussions de leurs effets possibles sur
les marqueurs génétiques et dont nous
ignorons encore certains des mécanismes
[2,3]. Figurent a cet égard, les modifications
possibles d’'un certain nombre de poisons
associés a différentes conditions morbides
induites par [I'évolution des espéces

vivantes, y compris animales, récemment
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identifiées. Mentionnons ici les anions
phosphates et sulfates, I'acide urique et
d’autres éléments y compris des traces de
métaux jusque-la insoupgonnées. En ce qui
concerne linsuffisance rénale, la complexité
de I'épigénétique englobe aussi les facteurs
nutritionnels et comprend eégalement la
résistance a [linsuline, linflammation, le
stress oxydatif de multiples origines, les
médicaments ajoutés au cours des siécles a
I'environnement et les toxines urémiques [4,
5]. Quelques aspects intéressants des
événements reliés a I'épigénétique, avec
leurs répercussions possibles sur
limportance accrue de la génétique en
médecine, méritent d’étre retenus. Sur le
plan pratique, [I'enseignement de Ia
néphrologie personnalisée devra, dans
'avenir, permettre d’introduire I'étude des
anomalies cliniques et biologiques
précoces des  dysfonctions rénales
impliquées dans la progression de
linsuffisance rénale (PIR), autant celles qui
sont déja connues aujourd’hui, que celles
qui seront identifiées dans le futur. Cette
démarche médico-sociale concerne la
valeur et [limportance éventuelles que
peuvent lui accorder les autorités
impliquées, au-dela de la génétique et de
I'épigénétique elles-mémes. Les étapes de

ces démarches éventuelles apparaissent
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dans le premier tableau, en annexe, et leur
présentation vise justement a inciter les
équipes médicales et paramédicales de
premiere ligne a adopter a ce sujet une
attitude préventive positive, ce qui est, en

2012, d’'une importance capitale.

Survie des organes vitaux

Depuis la venue de l'eau, les espaces
liquidiens des organismes vivants sur terre,
végétaux et animaux, occupent une position
centrale dans la compréhension de
'organisme et méme de plus en plus dans
les interventions thérapeutiques visant la
protection des organes vitaux. Quelle que
soit leur position dans [I'ensemble de
'organisme, quelle que soit leur noblesse,
ces espaces liquidiens assurent la survie
des organes. Parmi eux, le rein occupe une
position centrale, en particulier bien sdr,
pour le néphrologue [6, 7]. L’étude de cet
organe nous dirige sans hésiter vers les
réseaux de microcirculation, depuis la
pompe cardiaque, et comprend les volumes
vasculaires, en étroite relation avec les
espaces interstitiels (EIT) et les masses
cellulaires, tous les deux de poids variables.
Les réseaux de microcirculation

comprennent une structure endothéliale de
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propriétés structurales et physiologiques
trés variables contrélant entre autres la
composition des EIT voisins [8, 9]. Les
volumes liquidiens extracellulaires, de
dimensions trés variables d'un organe a
l'autre, forment les conditions de survie des
structures endothéliales, assurant celle des
organes vitaux, bien que des observations

récentes aient soulevé quelques questions
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fondamentales a ce sujet, localisant la
survie des organes vitaux, du coeur en
'occurrence, dans I'EIT. Ces constatations
de nature physiologique ont, en effet,
soulevé limportance capitale de Ia
composition moléculaire des EIT [10, 11], de
nature chimique, comme étant centrale dans
la vie cellulaire, tel que discretement

suggereé dans la Figure 1.

EVOLUTION DES COMPARTIMENTS LIOUIDIENS

Ectoderme
Endoderme

.

Mésoderme

"%\ GLANDE
SUDORIPARE

Figure 1

Lorsque I'on considére les espéces vivantes, du
monde végétal au monde animal, I'évolution
embryologique des étapes ectoderme /
endoderme, est fort intéressante. Plus tard, dans
cette évolution fascinante devenue maitresse du
systéme vasculaire, survient ['apparition du
mésoderme, avant bien sdr, celle de la pompe
cardiaque. Cette derniére étape est précédée

d’un volet circulatoire veineux/artériel contractile.
Révélateur d’'une avenue fort attrayante pour la
recherche, il suggére la possibilité d'une
intervention pharmacologique, y compris des
quinines, probablement médiateurs interstitiels.
Figure modifiée de Florey, E. General and
Comparative Animal Physiology 1966, W.C.
Saunders, 713p.
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Longtemps, nous avons considéré les EIT
comme étant homogeénes, alors qu’une liste
impressionnante de macromolécules, du
collagéne aux glycosaminoglycans, a la
fibronectine y occupent une grande place en
situation normale. La composition
électrolytique des EIT est elle aussi
hétérogéne et contribue de facon
significative a la distribution liquidienne,
notamment des cations calcium et sodium,
et les phosphates liés a I'acide hyaluronique
[12, 13]. L’hétérogénéité de ces espaces
joue wun réle physiologique capital en
situation normale ainsi qu’en
physiopathologie, entre autres en
influengant les mouvements gazeux du sang
vers les masses cellulaires, tels ceux de
'oxygéne, du monoxyde et de I'hydroxyde
de carbone et sans doute bientdét des
molécules azotées. L’interaction possible
entre les différentes fonctions des cellules
endothéliales, incluant leur perméabilité
inter-endothéliale, ainsi que I'orientation des
protéines de transport luminal / antiluminal,
peuvent étre observées [14 ,15]. Enfin,
I'existence des fibres nerveuses
autonomiques bidirectionnelles dans les EIT
a pris une importance significative dans
certains phénoménes reliés a [lalgésie
pathologique dans le diabéte, et aussi plus

récemment dans [I'hypertension artérielle,
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telle la raréfaction capillaire. Elle a peut-étre
également une implication dans la rigidité
des arteres de conductance en
microcirculation [16], comme [lindique
d’ailleurs I'observation clinique rapportée au
niveau du pénis, un phénomeéne intéressant,
occasionnellement  identifi¢  dans le
questionnaire clinique. La figure 1 résume
et introduit quelques aspects importants des
relations structures / fonctions des
opérations qui se déroulent dans les EIT, y
compris dans les glandes sudoripares et

dans les reins, branchés sur le mésoderme.

Sur le plan de I'évolution, il est intéressant
de noter 'apparition du mésoderme chez les
espéces pluricellulaires et chez celles qui
développent, a partir de lui, les volumes
liquidiens organisés qui vont établir les
connexions inter-organes permettant de
relier les autres structures liées a
lectoderme et a I'endoderme. Avec la
naissance du mésoderme apparaitra
désormais, dans cette extraordinaire
histoire, le développement tardif du systéme
circulatoire, avec évidemment sa pompe
cardiaque, aprés l'étape transitoire de la
circulation veineuse / artérielle, jusque-la
unique [17]. L’historique du mésoderme,
représenté sommairement dans la Figure 1,
introduit le chapitre complexe, mais

d'importance centrale, des domaines de
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I'ischémie-reperfusion, de la
revascularisation et des possibilités de
reconstruction des tissus parfois délétéres,
rencontrés dans le vieillissement. Enfin, s’y
retrouvent  surtout des  mécanismes
physiologiques et pharmacologiques
nouvellement développés en recherche, y
compris ceux qui touchent le systéme
kalikréine-kinine dont I'existence, pour des
raisons encore inexpliquées, est quasi
universellement considérée comme
meésodermique. Dans une étude extensive
abordant la microcirculation de nombreux
organes différents, depuis le rein jusqu’aux
systémes nerveux et osseux, il a été
rapporté que les récepteurs de la
bradykinine (BK) sont affectés dans
plusieurs maladies vasculaires [18]. Assez
rarement, des anomalies multiples reliées
au systéme de la BK ont été rapportées
dans plusieurs organes, suggérant des
mécanismes de nature microcirculation /

espace interstitiel commun.

Intégration des événements aux

problémes [iés au rein

La PIR constitue a I'heure actuelle et
deviendra dans les années qui viennent un

sujet d’urgence meédicale pour deux
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raisons. Premiérement, a cause de
incidence grandissante du probléme revu
précédemment, dans le contexte du réle
central de cet organe-cible dans plusieurs
maladies vasculaires; deuxiémement, a
cause de la pauvreté grandissante des
marqueurs précoces, surtout parce que leur
utilisation est tardive dans son évolution. Le
degré de perfusion sanguine rénale est le
plus élevé de tous les organes. Exprimé par
le flot (absolu: ml/min) par poids de I'organe
(relatif: ml/g tissu), il s’éleve au-dessus de
celui du cerveau et méme de celui du
myocarde, ce qui rend urgent la nécessité
d’en quantifier précisément les
répercussions précoces et de faire le suivi
temporel des trés nombreuses fonctions de
cet organe. La mesure actuelle, assez
grossiére, de la seule fonction de filtration
glomérulaire (GFR), aussi exprimée en
terminologie différente (eGFR), est de plus
en plus critiquée par plusieurs néphrologues
de renom [19, 20]. La dissociation entre la
fonction glomérulaire et les nombreuses
fonctions tubulaires, longtemps négligées,
entretient malheureusement l'idée de la
valeur pathologique de I'eGFR dans la PIR.
Une vision génétique compléte, examinant
les aspects circulatoires glomérulaires et
tubulaires rénaux, devrait ressusciter les

considérations mentionnées plus haut [21],
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y compris dans I'enseignement futur de la
physiologie rénale. L’estimation du flot
sanguin, qui détermine plus de 75% des
autres fonctions de cet organe situées dans

tubulaire
(VAS-EPI),

devient sensible évidemment aux facteurs

la masse

microcirculatoire/épithéliale

étiologiques visant ces éléments structuraux
et fonctionnels. Le rbéle majeur que joue
linterstitium rénal dans les processus
d’interactions  entre  I'endothélium et
I'épithélium de la zone tubulaire proximale,
de méme que les interventions possibles qui
y sont reliées, sont a retenir. De plus, les
modifications, toujours négligées, des
limites d’expansion adaptative opérées par
la capsule rénale, réduisant ainsi toute
transformation pathologique de la VAS-EPI,
vont bientdt faire ressurgir les problemes
liés au rein [22, 23], problémes qui seront
peut-étre considérés comme événement

majeur par la medecine de demain.

La Figure 2 résume les particularités de la
microcirculation rénale glomérulaire et
péritubulaire géographiquement différente
dans les sections parenchymateuses. Elles
montrent de plus, de facon intéressante, des
propriétés différentes de perméabilité
endothéliale a l'albumine, lesquelles sont
modifier

susceptibles de plusieurs
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événements épithéliaux. C’est le cas, entre
autres, de linternalisation des protéines de
transport situées sur la bordure en brosse
et/ou les membranes baso-latérales [13].
Toute modification induite par [linsertion
dans différents segments de ['épithélium
tubulaire de modulateurs du cytosquelette,
de nombreuses autres substances,
certaines d’origine nucléaire, peut se
traduire par des conséquences graves sur
les nombreuses fonctions rénales.
S’ajoutent également a cet égard certains
agents pharmacologiques, telle la
colchicine, susceptibles de modifier I'action
d’autres marqueurs diagnostiques ajoutés a
la mesure, trés faible, de I'eGFR, tel que
proposé dans la Figure 2. Une autre
anomalie pergue dans [latteinte de Ila
fonction rénale, mais peu popularisée dans
'évaluation de la progression de I'eGFR,
'albuminurie, dont les mécanismes ne sont
toujours pas clairement établis, est aussi
cliniguement prise en compte [23].
Considérée comme le résultat d’'une atteinte
exclusive endothélio-épithéliale

glomérulaire, l'apparition urinaire de
'albumine est maintenant identifiee comme
un défaut de récupération par I'épithélium
tubulaire proximal. Ce phénomeéne est

également illustré dans la Figure 2.
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Figure 2

La microcirculation rénale, le plus riche organe
perfusé, est maintenant considérée comme le
centre de la progression de linsuffisance de cet
organe vital, en regard de bio-marqueurs qui
manquent cruellement aux néphrologues et a
beaucoup d’autres industriels de la santé. La
subdivision de cette circulation glomérulaire (+/-
20%), et surtout péri-tubulaire (+/-80%), fait
'objet a présent de points centraux dans le
domaine des bio-marqueurs diagnostiques. Elle
touche surtout les phénoménes reliés aux
membranes épithéliales de la bordure en brosse,
jusqu’aux modifications structurales (transport de
I'albumine, apoptose). Celles-ci sont
représentées a gauche de cette figure en
plusieurs étapes sous-divisées. lllustré sur la
portion droite de cette figue, I'endothélium
vasculaire constitue la plus grande surface du
flot rénal. En physiologie, celui-ci regroupe de

nombreux événements cytologiques propres a

cet organe auxquels s’ajoute la perméabilité
capillaire, encore et toujours négligée. Sous la
liste des phénomeénes épithéliaux tubulaires
s’ajoutent des observations concernant la
sécrétion d’hydrogéne via I'échangeur Na'/H" de
type 3 (NHE3), le transport des phosphates
(NaPi2), reliés a lactivité de la phosphatase
alcaline  (ALP), ainsi quau phénomeéne
chaperone-dépendant  du transport  des
macromolécules. Dans la portion inférieure
gauche de la figure sont aussi représentées des
interventions pharmacologiques possibles, dont
celle de la BK, sur les phénoménes épithéliaux.
Encore négligés aujourd’hui, il n’est toujours pas
fait mention des mécanismes impliqués dans la
perception et la mesure des espaces interstitiels
rénaux par la capsule rénale, mécanismes déja
observés il y a plus d’un demi-siécle dans

I'hypertension artérielle.
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Un premier événement digne d’intérét,
concernant trois dysfonctions tubulaires
rénales précoces importantes, est la baisse
significative de I'ammoniogénése (NH3)
rénale qui peut contribuer a une diminution
importante de la capacité d’élimination des
acides fixes produits par le métabolisme
intermédiaire, I'excrétion extra-rénale par les
glandes
négligeable [24, 25, 26, 27]. Les

répercussions précoces de cette anomalie

sudoripares étant  presque

rénale sur les tampons extracellulaires de
lorganisme  deviennent insidieusement
importantes et sont de l'ordre de 100 a
150mEq quotidiennement. Ces effets
contribuent au niveau de la masse musculo-
squelettique a induire un énorme déficit du
meétabolisme phospho-calcique, point de
départ de la décalcification osseuse [24] et
interstitielles

de ses conséquences

vasculaires. Elles sont elles-mémes
documentées a travers les répercussions
cellulaires des fonctions ostéo-blastiques,
potentiellement ciblées pour des
interventions pharmacologiques possibles.
En plus de la réduction de l'excrétion de
'acide nette occasionnée par la baisse de la
NHs, il est intéressant d’ajouter une autre
modification précoce possible survenant
dans la PIR. Elle est reliée a la baisse

probable, non encore étudiée, de I'excrétion
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de lacidité titrable dont le véhicule est
connexe a l'excrétion urinaire des
phosphates, laquelle contribue normalement
a la moitié de I'excrétion de 'acide nette.

Une seconde modification précoce de la
PIR, également négligée dans la littérature,
est liée a [I'hyperphosphorémie relative,
attribuée a une diminution significative de
I'excrétion urinaire de cet anion important. A
inverse, le ralentissement de la PIR,
cliniquement identifié¢ chez des humains, a
éte rapporté comme étant relié a un meilleur
contréle de la phosphorémie. Ce contrble
serait peut-étre opéré par un meécanisme
non entiérement établi qui pourrait étre lui-
méme associé a une meilleure adaptation
de la phosphaturie [28]. L’hypothése de
cette  régulation  envisagerait méme
lintervention d’une internalisation possible
d’un transporteur de la bordure en brosse
de I'épithélium tubulaire proximal de I'anion
phosphate (NaPi2) induite par une activation
du cytosquelette [13]. Ce phénomeéne
pourrait causer une résistance a ’hormone
parathyroidienne, événement évidemment
inattendu dans I'évolution de l'insuffisance
rénale. Comme I'a montré récemment une
publication trés intéressante résumée dans
la Figure 3, le transporteur des phosphates
est articulé a un autre transporteur

important, I'échangeur Na'/H* de type 3
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pharmacologiques possibles semblables a

celle de

la trés ancienne colchicine,

molécule égyptienne connue.
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Figure 3.

La modulation éventuelle du transporteur des
phosphates (NaPi2) au niveau de la bordure en
de

potentiellement internalisé par des phénoménes

brosse I'épithélium tubulaire proximal,

cytosoliques (colchicine-dépendants démontrés
contribuer & une
Ce

précédemment), peut

résistance parathyroidienne. segment

important du néphron par le déménagement

de membranaire

explique I'hyperphosphorémie, et s’ajoute aux

cellulaire cette protéine

phénoménes déléteres de la calcification

tissulaire  extra-squelettique associée aux

nombreuses  complications  favorisant la

progression de [linsuffisance rénale. Figure
modifiee de McDonough AA Am J Physiol

298 :R851-R861.
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Enfin, la troisieme anomalie, également peu
documentée, laquelle est susceptible de
prendre de I'importance dans les années qui
viennent est le développement de
I'hyperuricémie au cours de la PIR [14]. Les
mecanismes responsables de ce nouveau
marqueur possible sont loin d’avoir suscité
de l'intérét dans la communauté scientifique.
On semble en effet avoir oublié I'étroite
relation que pourrait avoir [linteraction

métabolique de la glutamine entre la NH; et

Figure 4

La contribution de [I'hyperucémie dans la

progression de l'insuffisance rénale est loin de se
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la synthése de la lourde molécule quadri-
azotée (I'acide urique), molécule qui nous
intéresse particulierement. Cette hypothése
a déja été suggérée et apparait dans une
observation intéressante et intrigante a la
fois, faite sur I’hnumain, et rapportée il y a
prés d’'un demi-siécle : une augmentation de
la NHs; / hypo-uricosurie accompagnée
d’'une élévation de l'uricémie [24], relation
azotée, pour le moins remarquable,

présentée dans la Figure 4.

BILAN ACIDO-BASIQUE / BILAN AZOTE

OU VA L’URICOSURIE EN ACIDOSE ?

aaaaaa

sese oo

AMMONIAQUE
limiter aux autres effets toxiques associés a =y P URINAIRE
HUMAINS [+

NORMAUX =l s .
que nous l'avons suggéré, il y a presque un = | o

'accumulation de cet agent quadri azoté. Tel

URICOSURIE
demi-siécle, son action rapportée sur le muscle ] s g
se joint facilement a ses effets déléteres ] V
possibles qui I'éloignent de son état azoté, pour ; L} R
l'associer éventuellement a un phénomeéne

évolutionnaire encore inconnu,

peut-étre aussi embryologique, d’une déviation
du métabolisme de la glutamine, I'acide aminé
les plus abondant chez I'humain. L’association
toujours inexpliquée de 'ammoniurie, induite par

une acidose, et de I'hypo-uricosurie associée

s’avere difficile a réconcilier avec lintervention
unigue des enzymes impliqués inversement
dans la production et la dégradation de la
glutamine, tel que démontré chez I'humain

normal. Figure modifiée de Plante et al. 1968.
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Résumé et retour personnalisé

au rein d’abord et avant tout

Cette revue assez bréve d’une nouvelle
approche clinique et biologique propose
d'évaluer les aspects structuraux et
physiologiques rénaux, car ils pourraient
permettre le développement de nouveaux
marqueurs plus précis dans I'évaluation de
la PIR, d’autant qu’ils pourraient contribuer a
I'évolution plus humaine de la néphrologie
personnalisée. Il n'est pas impossible de
structurer des méthodes non invasives pour
procéder a la mesure des trois fonctions
décrites plus haut, de maniére a établir les
réles respectifs de I'homéostasie acido-
basique, de la régulation du métabolisme
des phosphates et enfin de l'intégration des
dérivations possibles de la balance azotée.
Certaines de ces trois fonctions vitales
jouent en effet un rdle interactif précoce,
peut-étre méme amplificateur, dans
I'atteinte de plusieurs autres organes-cibles.
Une réalisation assez rapide de Ia

démonstration de pareils bio-marqueurs
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pourrait permettre d’éventuelles
interventions bénéfiques de la médecine
personnalisée, médecine qui, comme
nouvelle approche, est souhaitable dans le
futur. Elle pourrait permettre en plus de
saisir la complexité des nombreuses autres
fonctions rénales dont [I'étude a été
longtemps négligée, outre la diminution
tardive de 'eGFR. Dans les années futures,
il serait possible également, en initiant une
intervention précoce, dans un contexte
protecteur de ces fonctions vitales, d’éviter
certaines interventions pharmacologiques
gu’on ne connait pas comme étant a risque.
Evidemment, I'accélération de I'emploi des
procédures nouvelles visant la protection
des organes vitaux, ciblées dans la PIR, en
particulier  I'amplification des actions
positives de la BK et de ses précieux
récepteurs, est susceptible de créer un
avenir bénéfique [29]. L’identification des
marqueurs génétiques et épigénétiques
impliqués dans la régulation des récepteurs
universels B1 et B2 de la BK, démontrée
dans des publications récentes, fort
stimulantes, présage d'un futur prometteur

en médecine personnalisée [30].
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Résume

La transmission sans erreur du
matériel génétique lors de la division
cellulaire est essentielle au développement
et a la survie des organismes eucaryotes.
La fine régulation nécessaire a ce
processus fait intervenir un jeu complexe
d’interactions entre protéines kinases et
phosphatases. Parmi celles-ci, les kinases
de types Polo (ou Polo-like kinases, PLK)
jouent des rdles importants a de
nombreuses étapes du cycle -cellulaire,
particulierement en mitose et en cytocinése.
Ceci est notamment reflété par le
déréglement fréquemment observé des
protéines de cette famille dans différents
types de cancers. PLK1 est ainsi une cible
de développement de thérapies
anticancéreuses et des inhibiteurs de cette
kinase font en ce moment I'objet d’essais
cliniques. Cet article passe en revue les
fonctions principales des PLK humaines, et
plus particulierement le role de PLK1 dans
la régulation du cycle cellulaire. Nous
discutons de la conservation des PLK chez
les eucaryotes et de [limportance des
organismes modéles dans [I'étude des
fonctions de ces protéines. Enfin, nous
résumons le réle des PLK dans la biologie
du cancer et leur utilisation comme cibles

thérapeutiques.
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Summary

The faithful segregation of genetic
material during cell division is essential for
proper development and survival of
eukaryotes. This process requires complex
regulatory networks of proteins that include
many kinases and phosphatases. The Polo-
like kinases (PLKs) family members play
important roles at many stages of the cell
cycle, particularly in mitosis and cytokinesis.
This is reflected by the aberrant activities of
these kinases, frequently observed in many
cancers. PLK1 is a validated drug target for
cancer therapy, and inhibitors are currently
in clinical trials. In this review, we survey the
current knowledge of the main functions of
human PLKs, particularly PLK1 in cell cycle
regulation. We also discuss how PLKs in
model organisms parallel human PLKs and
have been instrumental in dissecting their
functions. Finally, we briefly summarize the
implications of PLKs in cancer and their

potential as drug targets.
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Introduction

Le cycle cellulaire est entrainé par un
jeu complexe de protéines au centre duquel
on trouve les kinases cyclines-dépendantes
(les CDK). Liées a différentes cyclines, elles
agissent successivement au cours du cycle.
En association avec la cycline B, 'action de
CDK1 permet l'entrée de la cellule en
mitose et est en cause notamment dans la
rupture de [I'enveloppe nucléaire, Ila
condensation des chromosomes ou
'assemblage du fuseau mitotique [1]. La
transition métaphase/anaphase est un
moment crucial initié par le complexe E3
ubiquitine-ligase, APC/C qui déclenche
l'inactivation de CDK1 via la protéolyse de la
cycline B, ainsi que la ségrégation des
chromosomes via la protéolyse de sécurine,
inhibiteur de la séparase. L’APC a aussi
d’autres substrats dont la dégradation
facilite la complétion de la division [1].

Ces grands acteurs du cycle
cellulaire et les événements cellulaires de la
mitose et de la cytocinése qu’ils contrblent
sont finement régulés par de nombreux
autres facteurs. Depuis sa découverte, la
kinase Polo et ses orthologues sont apparus
comme des régulateurs cruciaux, agissant a
tous les stades de la mitose et ont gagné au
fil des années une place centrale dans notre

compréhension de la symphonie
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enzymatique de la division cellulaire. On sait
maintenant que les kinases de type Polo
forment une famille de protéines agissant a
divers stades du cycle cellulaire et leur
importance dans la biologie du cancer est

de mieux en mieux établie.

Structure et conservation des

kinases de type Polo

Le géne polo a été identifié en 1988
chez la mouche Drosophila melanogaster a
la suite d'un crible génétique pour des
mutants affectant la progression de la
mitose [2]. Le clonage de ce géne, quelques
annees plus tard, a révélé qu’il encode une
protéine kinase [3]. Depuis, plusieurs
protéines kinases apparentées a Polo ont
été identifices et forment la famille des
kinases de type Polo (Polo-like kinases;
PLK). Les protéines de cette famille
partagent un domaine Sérine/Thréonine
kinase trées conservé situé a |la
terminaison N, ainsi qu'un domaine dit Polo-
Box Domain (PBD) a la terminaison C et
permettant l'interaction avec les protéines
cibles et la localisation des PLK a des
structures subcellulaires
(Figure 1) [4].

Le PBD est lui-méme généralement

spécifiques

constitué de deux motifs conservés dits
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Polo-box qui forment un site d’interactions
avec des substrats, souvent a un site déja
phosphorylé [5]. Alors qu’'une seule PLK
existe chez les levures S. cerevisiae (Cdc5)
ou S. pombe (Plo1), deux sont présentes
chez D. melanogaster (Polo et SAK/PLK4)
et jusqu'a cinqg chez les eucaryotes
supérieurs (PLK1-5) (Tableau ). Tandis que
PLK1, PLK2 et PLK3 se

beaucoup au niveau de la séquence et des

ressemblent
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caractéristiques fonctionnelles de leurs

domaines, PLK4 se démarque par Ila
présence d’'un seul motif Polo-Box [5, 6], et
PLK5 n’a pas d’activité kinase [7]. Plusieurs
motifs de régulation contribuent a contrdler
les activités des PLK par des modifications
post-traductionnelles au cours de cycle

cellulaire et selon le contexte cellulaire.

Domaine PBD
5137 1210 ) ! 1603
pr | | Domaine kinase l [ pe1 [] pe2 |
1239 686
2| | Domaine kinase | [ pe1 [[ pe2 []
T219 646
PLK3| I Domaine kinase I | PB1 | I PB2 | |
T169 970
pLka | | Domaine kinase Ll [ pBC m B | |
336
PLKS [ | [ eer [[ pe2 []

Figure 1. Structures primaires des 5 kinases de type Polo humaines.

Les kinases de type Polo partagent
généralement un domaine kinase N-terminal
(vert), ainsi qu'un domaine Polo-Box (PBD) C-
terminal, composé de deux motifs Polo-Box (PB;
mauve). Cependant, le domaine kinase de PLK5
est tronqué, alors que le domaine PBD de PLK4
ne contient qu’'un motif Polo-Box, en plus d’'un
motif apparenté appelé Polo-Box Cryptique
(PBC; blanc). PLK1-4 ont également en commun
un résidu thréonine situé dans la boucle
d’activation du domaine kinase et permettant
leur activation par phosphorylation. La
phosphorylation du résidu Sérine 137 de PLK1 a

également été en cause dans l'activation de la
protéine. PLK1 comporte une boite de
destruction (D-Box; jaune) située entre les
domaines kinases et PBD et permettant sa
reconnaissance et son ubiquitination par le
complexe APC/C. PLK4 comporte des
séquences PEST (orange) permettant Ia
reconnaissance puis [l'ubiquitination par le
complexe SCF. Des séquences PEST
potentielles ont également été trouvées dans
PLK2 et PLK3 mais leur possible role dans la
protéolyse de ces deux kinases n’a pas été
démontré.

133



Médecine NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS
Science

Ameérique
Espeéce Protéines de la famille des kinases de type Polo
; PLK2
H. sapiens PLK1 PLK3 PLK4 PLK5
M. musculus mPLK1 mMPLK2 mPLK4 mPLKS
mPLK3
X. laevis PIx1 Plx2 PIx4 PIXS
PIx3
D. melanogaster Polo — Plk4/Sak —
S. cerevisiae Cdc5 —_ — —
S. pombe Plol - —_ —_
e )

Conservation et nomenclature des PLK dans différentes espéces

Les kinases Polo (en vert) jouent plusieurs réles majeurs dans le cycle cellulaire et sont mieux
conservées.

Polo, un régu[ateur central de (a chromosomes et la rupture de I'enveloppe
nucléaire. La phosphorylation de CDK1 par

les kinases MYT1 et WEE1 la maintient

dans un état inactif. Cest leur

mitose et de la cytocinése

Polo remplit diverses fonctions

depuis l'entrée en mitose jusqu'a Ila ] .
déphosphorylation par la phosphatase

CDC25 qui permet l'activation de CDK1-

cycline B et l'entrée en mitose. CDK1-

cytocinése. Ceci est refleté par la
localisation de Polo et ses plus proches

orthologues aux centrosomes, centroméres, ) Lo
g cycline B est capable d’'inhiber MYT1 et de

kinétochores, et au site de division de la i , o
favoriser la protéolyse de WEE1 ainsi que

cellule en cytocinése (Figure 2) [8].
N yioel (Figure 2) 8] d’activer CDC25, catalysant ainsi sa propre

Tout d’abord, Polo intervient pour L ,
activation par une boucle d’auto-

stimuler l'activation du complexe CDK1-
P amplification [1]. La kinase Polo permet

cycline B qui, une fois actif, phosphoryle )
y g prosphory d’amorcer ce processus en activant CDC25
[9] et en inhibant WEE1 et MYT1 par

phosphorylation [10, 11]. Par ces

divers substrats permettant I'entrée en
phase M. Ainsi, CDK1-cycline B déclenche

par exemple la condensation des . ) . o
mécanismes, Polo contribue a dicter le
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moment précis de I'entrée en mitose, mais
n‘est pas essentielle a I'entrée en mitose
dans un cycle cellulaire normal, tel que

démontré par des expériences d’inactivation

Prophase

Prométaphase Métaphase

Réplication de 'ADN G1

Télophase / Cytocinése
(Phase S)

Les premiers mutants polo isolés
chez la drosophile montraient des défauts
au niveau des podles du fuseau mitotique
des neuroblastes larvaires et des embryons,
d’'ou le nom de polo, pour péle en espagnol
[2]. Une des principales fonctions de Polo et
de ses plus proches orthologues (dans ce
texte : les « kinases Polo »; Tableau I) aux
centrosomes est de contribuer a leur
maturation. Polo permet notamment le
recrutement du complexe y-TuRC (y-Tubulin
Ring Complex), un facteur favorisant la
nucléation de microtubules a partir des

centrosomes [12]. Les kinases Polo régulent
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de Polo par voies génétique, chimique, par

ARNi ou par injection d’anticorps [8].

Figure 2.
Résumeé des roles et de la localisation de
PLK1 au cours du cycle cellulaire

PLK1 régule plusieurs événements de la mitose
et de la cytocinése. Ce faisant, PLK1 (en vert)
se localise clairement aux centromeéres,
kinétochores et centrosomes en mitose, de
méme qu’au fuseau central en cytocinése. Voir
le texte pour plus de détails.

les fonctions du centrosome en

phosphorylant plusieurs effecteurs. Les
mécanismes précis de ces régulations
difféerent entre les espéces [8].

La mitose requiert la séparation des
chromatides sceurs des chromosomes
répliqués durant la phase S. Le complexe
des cohésines, qui médie la cohésion des
chromatides, est phosphorylé par la kinase
Polo, chez la levure comme chez les
vertébrés. Cette phosphorylation favorise a
la fois l'enlevement d’une partie des
cohésines en début de mitose et leur clivage

par la séparase, a la transition métaphase-
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anaphase, mais n’est probablement pas
absolument essentielle a linactivation des
cohésines [13, 14].

Par ailleurs, des études chez la
levure et la mouche ont mis en évidence
des réles plus complexes des kinases Polo
dans la ségrégation des chromosomes au
cours de la méiose. Cdc5, en plus de
cohésine,

phosphoryler le complexe

intervient dans la  formation des
enjambements (ou crossing-overs) en
méiose | [15]. Plus tard, a l'anaphase I, la
phosphorylation par Polo de protéines de la
famille Shugoshin (SGO1 et SGO2 chez les
vertébrés, MEI-S332 chez la drosophile)
amorce la séparation des chromatides
sceurs retenues aux centromeres jusque-la
par l'action de ces protéines [16].

La kinase Polo est essentielle a
lattachement des chromosomes aux
microtubules, d’ou sa localisation aux
kinétochores [17]. Pour ce faire, PLK1
semble phosphoryler plusieurs
composantes du kinétochore, mais le
mécanisme exact n’est pas encore clair [8].
Tant que tous les microtubules ne sont pas
attachés et sous tension, le point de
controle du fuseau mitotique (Spindle
Assembly Checkpoint, SAC) empéche la
séparation des chromatides sceurs [18, 19].

Il n’est donc pas surprenant qu’une perte

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

d’activitt de Polo cause un arrét en
prométaphase.

Les kinases Polo jouent aussi
plusieurs réles en fin de mitose, soit a partir
de l'anaphase. L’attachement correct des
chromosomes sur le fuseau mitotique libére
TAPC de son inhibition par le SAC.
L’ubiquitination de la sécurine ('inhibiteur de
la séparase) par [IAPC active sa
dégradation et la séparase est alors libre de
déclencher la ségrégation des
chromosomes en clivant les cohésines. Du
méme coup, I'APC active aussi Ila
dégradation des cyclines mitotiques, ce qui
inactive CDK1 et facilite la
déphosphorylation de ses substrats. En
conséquence, aprés [l'anaphase, les
chromosomes se décondensent, le fuseau
se désassemble et I'enveloppe nucléaire se
reforme. Les kinases Polo favorisent
directement ou indirectement [l'activité de
I'APC par des mécanismes moléculaires qui
semblent différer entre les espéces [8, 20].
En plus, chez la levure, Cdc5 active une
cascade de signalisation qui déclenche la
complétion de la mitose, le Mitotic Exit
Network, aboutissant a ['activation de la
phosphatase Cdc14, responsable de la
déphosphorylation de plusieurs substrats de
CDK1. Ce mécanisme n’est pas conservé

chez les animaux. En revanche, on sait
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depuis plusieurs années que la kinase Polo
est requise a la cytocinése chez plusieurs
espéces, dont les levures et la mouche [21-
23]. Récemment, les inhibiteurs chimiques
de PLK1, qui ont été développés, ont permis
de mettre en lumiéere le réle crucial de PLK1
dans la cytocinése des cellules humaines et
de disséquer les mécanismes moléculaires
en cause. Entre autres, PLK1 promeut
l'activité de la GTPase RhoA, essentielle a
la contraction du cytosquelette lors de la
division [23-25].

Il ressort de plus d’'une vingtaine
d’années de recherche que la kinase Polo et
ses orthologues ont des fonctions
essentielles lors de la phase M aux niveaux
des chromosomes, du fuseau, et de la
cytocinése, en plus de plusieurs fonctions
plus accessoires (Figure 2). Non seulement
pouvons-nous voir Polo et ses plus proches
cousines comme les maitresses du cycle
cellulaire, mais on peut penser que ce
dernier est 'amant des PLK, si intime est

leur relation.
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Les autres membres de la famille

PLK
Outre PLK1, PLK4 a un réle bien

défini lors du cycle cellulaire : permettre la
réplication des centrioles en phase S
(Figure 3). La perte de fonction de PLK4
meéne a une disparition des centrosomes et
des cils, alors qu'un gain de son activité
peut résulter en I'apparition de centrosomes
surnuméraires [26, 27].

Les rbles des autres membres de la
famille (PLK2, PLK3 et PLK5) dans le cycle
cellulaire restent moins connus. PLK2 se
localise aux centrosomes et semble
atteindre un pic d’expression lors des
phases G1/S. Un réle dans la duplication
des centrioles a été mis en évidence [28].
L’expression de PLK3 atteint son maximum
en phase G1 et la protéine est localisée au
nucléole en interphase. Il a été proposé
qgu’elle régule la transition G1/S et promeuve
la réplication de [I'ADN en favorisant
'accumulation de la cycline E [8, 29]. PLK3
est également en cause dans la réponse
cellulaire aux dommages a [I'ADN en
phosphorylant p53 et contribue a I'arrét du
cycle cellulaire et au déclenchement de
lapoptose [30]. En cela, PLK3 s’oppose

dans cette voie a I'action de PLK1 [31].
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Figure 3. Fenétres d’activité des PLK et régulation de PLK1

A. Les PLK agissent a différents
moments du cycle cellulaire. PLK1 est active
depuis la fin de la phase G2 et lors de la
phase M, durant toute la mitose et jusqu’en
cytocinése. PLK2 et PLK3 régulent différents
événements en interphase alors que PLK4 a un
réle dans la duplication des centrioles en
phase S. La fenétre d’activitt de PLK5 est
encore peu caractérisée.

Alors que PLK1 est exprimée dans
toutes les cellules en division, PLK2, PLK3
et PLK5 sont aussi exprimées dans des
cellules quiescentes ou différenciées ou
elles régulent des processus hors du cycle
cellulaire, par exemple dans les neurones
[8, 32, 33]. PLKS est une pseudo-kinase
propre aux vertébrés qui n’a été que trés

récemment identifiée [32, 34]. Encore peu

B-D. Modes de régulation majeurs de
PLK1. PLK1 est soumise a une régulation
transcriptionnelle qui méne a son expression
maximale en G2 (B). Elle est activée par
phosphorylation au moment de la transition
G2/M (C) et est dégradée par le protéasome en
fin de mitose, aprés avoir été ubiquitinée par le
complexe APC“"" (D).

caractérisée, I'expression de PLK5 répond a
divers stress et se localise au niveau du
nucléole. Sa surexpression induit I'arrét du
cycle cellulaire en G1, suivi d’apoptose [34].
Avec l'activité du domaine PBD mais sans
PLKS pourrait

certains processus par une sorte d'effet

activité  kinase, réguler

dominant négatif envers l'activité des autres
PLK.
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Régulation des kinases de type de
Polo

L’activité des PLK est soumise a une

fine régulation spatiale et temporelle par
différents mécanismes. Tout d’abord, il
existe une régulation au niveau
transcriptionnel.
Dans le cas de PLK1, son expression est
maximale au moment de la transition G2/M.
Cependant, les  modifications  post-
traductionnelles, plus rapides, sont
essentielles a une régulation efficace des
PLK lors du cycle cellulaire [8].

Comme de nombreuses autres
kinases, les PLK sont activées par
phosphorylation sur la boucle T, aussi
appelée boucle d’activation. La
phosphorylation a ce site induit wun
changement de conformation favorable a
lactivité kinase. Le résidu phosphorylé est
T210 pour PLK1 [35] et son haut degré de
conservation chez les PLK souligne son
importance (Figure 1). La mutation de ce
résidu réduit fortement I'activité kinase de la
protéine, sauf si le résidu substituant est
chargé négativement, ou l'activité kinase est
alors fortement augmentée [35, 36]. En plus
d’un effet modulaire sur le domaine kinase,
il a été suggéré que cette phosphorylation
empéche une interaction intramoléculaire

entre les domaines kinases et PBD qui
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inhiberait leurs fonctions respectives.
Aurora A a été identifiée comme une kinase
responsable de I'activation de PLK1 a T210
en G2 [37, 38]. Cependant, Aurora A ne
peut plus remplir ce réle lors des phases
plus tardives de la mitose, et il est probable
que d’autres kinases contribuent a activer
PLK1. Il a été récemment montré chez
D. melanogaster qu'AuroraB est requis
pour l'activation de Polo a la boucle T aux
centroméres, permettant ses fonctions aux
kinétochores en mitose, et cette voie semble
conservée chez I’humain [39]. D’autre part,
les autres PLK sont actives lors de phases
G1/S, ce qui exclut les kinases Aurora pour
leur activation. D’autres kinases doivent
donc certainement intervenir.

D’autres sites de phosphorylation
moins bien caractérisés semblent jouer un
réle dans la régulation des PLK. La
phosphorylation de PLK1 a un autre résidu
bien conservé, la Serine 137, semble
réguler ses fonctions en fin de mitose [40].

Les PLK sont aussi les proies de la
dégradation déclenchée par l'ubiquitination.
Un motif boite de destruction est présent
entre les domaines kinase et PBD de PLK1,
et permet son ubiquitination par TAPC™"" et
sa dégradation en fin de mitose (Figures 1
et 3) [41].

139



Le motif est absent chez les autres
PLK humaines. PLK2-4 possédent toutes
des séquences PEST, reconnues par les
complexes E3 ubiquitine-ligase  SCF,
souvent actives en interphase. Cela a été
démontré dans le cas de PLK4 chez
’humain et la drosophile, ou la dégradation
de PLK4 permet de prévenir la duplication
excessive des centrioles [42]. Le domaine
PBD, par lequel les PLK interagissent avec
d’autres protéines, permet un niveau
supplémentaire de régulation. Il est
essentiel a la localisation correcte des PLK
[43]. Un site consensus d’interaction avec le
PBD de PLK1 a été -caractérisé, et
correspond a Ser/Thr-pSer, ou la sérine 2
est phosphorylée [4, 44]. Le site consensus
d’interaction au PBD sur les substrats de
PLK1 est
phosphorylé par CDK1 en début de mitose.

souvent préalablement
Par contre, en G2 ou en fin de mitose,
CDK1 est peu active et PLK1 peut alors
créer ses propres sites de liaison a ses
partenaires d’interaction ou substrats.
L’accés de PLK1 a certains substrats qu’elle
régule aprés l'anaphase est restreint par
leur phosphorylation par CDK1. Il y donc
une collaboration étroite entre PLK1 et
CDK1, qui s‘entraident en début de mitose,

alors que CDK1 peut retarder certaines
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fonction de PLK1 jusqu’en fin de mitose
[45].

Il existe toutefois des interactions
engageant le PBD des PLK qui ne
requierent pas de phosphorylation du
partenaire. C’est le cas de linteraction de
Polo avec Map205 au niveau des
microtubules chez la mouche [46]. Il en va
de méme pour l'interaction entre PLK1 et le
cofacteur d’Aurora A, BORA, ou Ia
phosphorylation n’est pas nécessaire [38].
Finalement, le PBD de Cdc5 peut lier un
substrat a un site alternatif aux résidus en
cause dans les liaisons aux motifs
phosphorylés, et ces mémes résidus de
Cdc5 ne sont méme pas nécessaires aux
fonctions essentielles de Cdc5 [47]. Les
capacités de liaison du PBD des PLK a
leurs partenaires d’interaction sont plus
complexes qu'on pouvait I'envisager

initialement.

140



Déréglements des PLK dans les

cancers

Vu son réle central dans la régulation
de la division cellulaire, il n’est pas étonnant
de retrouver PLK1 parmi les protéines en
jeu dans les cancers. PLK1 est surexprimée
dans de nombreux cancers [48, 49]. Des
niveaux elevés de PLK1 ont été corrélés
avec un pronostic défavorable. De plus,
plusieurs types de cellules cancéreuses
sont plus sensibles que des cellules saines
a une inhibition partielle de PLK1, ce qui
ouvre une fenétre thérapeutique [50]. PLK1
est effectivement devenue une cible pour le
développement de nouvelles thérapies
contre le cancer [33]. De nombreuses
expériences suggérent que PLK1 régule
négativement la protéine p53.
L’augmentation de [lactivitt de PLK1
contribuerait alors a la tumorigénése en
stimulant la transcription permettant Ile
contournement de points de contrdle et en
favorisant 'aneuploidie [33]. Les
mécanismes moléculaires par lesquels
PLK1 facilite la survie et la prolifération des
cellules cancéreuses sont presque
assurément multiples.

Au contraire de PLK1, les activités
de PLK2 et PLK3 semblent s’opposer a la
transformation maligne. L’expression de

PLK2 a été trouvée fréquemment réduite

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

dans des cancers des lymphocytes B. De
plus, la méme étude a montré que la
surexpression de PLK2 induit I'apoptose de
cellules issues de lymphomes de Burkitt
[51]. PLK3 pourrait également étre un
suppresseur de tumeurs, son expression
étant souvent diminuée dans de nombreux
types tumoraux. Par ailleurs, son géne est
situé dans une région chromosomique
souvent  impliquée dans la  perte
d’hétérozygotie des cellules tumorales [52].
PLK4 est située dans une région
fréquemment perdue dans les
hépatocarcinomes et est un géne réprimé
par p53 [33, 53]. Cependant, il a également
été montré que des souris PLK4™
développaient spontanément plus de
tumeurs  hépatiques et pulmonaires,
évoquant alors un rble suppresseur de
tumeurs pour PLK4 [54]. En conséquence,
bien que les réles de PLK2, PLK3 et PLK4
dans le développement de cancers restent a
préciser, I'état des connaissances actuelles
suggére que contrairement a PLK1,
l'inhibition de PLK2, PLK3 ou PLK4 chez un
patient cancéreux pourrait avoir des effets

néfastes.
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PLK1, une cible thérapeutique

prometteuse

Ces derniéres années, PLK1 a
suscité beaucoup d’intérét comme cible
potentielle de traitements anticancéreux. On
a d’abord observé que [linactivation de
PLK1 par interférence sur sa traduction
pouvait a elle seule réduire
substantiellement  Ila prolifération et
déclencher I'apoptose des cellules
cancereuses [55]. De nombreux projets de
développement d’inhibiteurs chimiques de
PLK1 ont été amorcés, et a ce jour,
plusieurs inhibiteurs du domaine kinase de
PLK1 ont été développés. Un criblage a
haut-débit suivi d’'une phase d’optimisation a
permis d’identifier le composé BI2536, un
inhibiteur de PLK1 agissant par compétition
avec I'ATP [56]. Ce composé est capable
d'inhiber la prolifération de nombreuses
lignées tumorales, et a démontré son
efficacité in vivo [48, 56]. Cependant, il
inhibe aussi PLK2 et PLK3 avec une
efficacité trés similaire, ce qui n'est pas
souhaitable, compte tenu de leurs réles
dans la restriction du cycle cellulaire. A ce
titre, certains inhibiteurs plus récents

comme le GSK461364 sont plus spécifiques

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

et pourraient potentiellement s’avérer plus
utiles en clinique. Ces composés ainsi que
plusieurs autres, principalement des
inhibiteurs compétitifs de I'ATP, font I'objet
d’essais cliniques a des stades variés, et
certains résultats sont encourageants [33].
Afin d’éviter les problémes de
spécificité rencontrés avec des molécules
agissant sur le domaine kinase, d’autres
efforts se sont focalisés sur l'inhibition du
domaine PBD, wunique aux PLK et
nécessaire a leurs fonctions. De plus, le
PBD différe plus en séquence entre les PLK
humaines que le domaine kinase. Un crible
in vitro pour des inhibiteurs d’interactions du
PBD de PLK1 avec un peptide a permis
l'identification de la thymoquinone, et le
développement subséquent de la Poloxine
qui en est dérivée [57]. Sous l'effet de la
Poloxine a des concentrations de l'ordre du
micromolaire, des cellules cancéreuses
arrétent en mitose et la localisation de PLK1
est affectée [33]. Son potentiel anti-tumoral
est a 'examen. Quelques autres inhibiteurs
d’interaction des PLK ont été développés,
mais il est encore tét pour dire si l'inhibition
du PBD, seule ou en combinaison avec
I'inhibition du domaine kinase, sera porteuse

de fruits pour traiter le cancer.
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Conclusions
Depuis sa découverte, Polo a montré

son caractére central et essentiel dans la
régulation de la mitose. L’étude de cette
enzyme et des autres membres de la famille
des PLK a grandement éclairé Ia

compréhension des meécanismes

fondamentaux de la régulation du cycle
cellulaire. PLK1 est maintenant une cible de
choix pour [I'exploration de nouvelles
stratégies thérapeutiques, comme le refléte
les nombreux inhibiteurs actuellement en
développement. A ce titre, la particularité du
PBD, unique aux kinases de type Polo

pourrait s’avérer cruciale.
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Résume

La capacité des modulateurs

allostériques d’affecter sélectivement Ia
signalisation découlant de [l'activation des
protéines (par exemple des récepteurs) en
fait une nouvelle classe d’agents
thérapeutiques pouvant intervenir de fagcon
ciblée et efficace. Nous avons développé de
petits peptides modulateurs allostériques
(peptidiques de conformation D)

reproduisant des portions de régions

spécialement choisies a [I'extérieur du
domaine de liaison du ligand orthostérique,
dans les régions interdomaines, la portion
juxtamembranaire ou dans les boucles des
récepteurs IL-1R/IL-1RAcP (récepteur de
linterleukine 1), FP (récepteur de la
prostaglandine F2a) et V2R (récepteur de
type 2 de la vasopressine). Ces peptides ont
démontré un mécanisme de sélectivité
fonctionnelle caractéristique des

modulateurs allostériques.
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Summary

The potential of allosteric modulators
to selectively affect the signalling following
the activation of a targeted protein (such as
a receptor) is probably the most promissing
pharmacological property of this new class
of therapeutic agents. We have developped
small peptidic allosteric modulators (D-
peptide conformation) reproducing portions
of flexible regions selected precisely outside
the orthosteric binding site and into
interdomains, juxtamembranous or loops
IL-1R/IL-1RACP
(interleukin receptor 1), FP (prostaglandin

and V2R

regions  of receptor

F2a receptor) (vasopressin
receptor). In vitro and in vivo
characterization of these peptides revealed
functional selectivity and a binding site
distinct from that of the orthosteric ligand,

characteristic of allosteric modulators.
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Historique

Depuis que R.P. Stephenson a défini
I'efficacité en 1956 [1] en étudiant les effets
de composés possédant des propriétés
analogues a l'acétylcholine, la recherche en
développement de médicaments a surtout
mis laccent  sur des inhibiteurs
orthostériques qui, par définition, entrent en
compétition avec les ligands naturels des
récepteurs pour le méme site de liaison et
qui bloquent ainsi certaines voies de
signalisation qui auraient intérét a demeurer
actives. Ces derniéres années ont été
présentés de nouveaux concepts
concernant la modulation de l'activité des
récepteurs et [l'aspect dynamique et
allostérique des interactions protéines-
protéines. lls ouvrent la voie a la conception
de médicaments se liant a un site différent
du site de liaison du ligand naturel et
pouvant affecter sélectivement des voies
particuliéres de signalisation, donnant ainsi
naissance a des thérapeutiques plus
efficaces, sélectives et puissantes.

L’élaboration de la théorie
allostérique s’est veéritablement amorcée
entre les années 1961 et 1965. Jacques
Monod et son équipe ont introduit le terme
« allostérie » (du grec allos stereos,

signifiant « autre site ») dans le vocabulaire

édecine NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

de la chimie des protéines pour décrire la
présence de sites de liaison pour des
molécules modulatrices de [lactivité. Le
modele MWC (Monod, Wyman, Changeux)
en 1965 [2] proposait qu’une protéine existe
en différentes conformations, dont certaines
sont actives et d’autres inactives, et qu’'un
ligand se liant a 'une de ces conformations
favorise le déplacement de I'équilibre vers
celle-ci et de ce fait en augmente le nombre

(conformations sélectionnées). Les

premieres tentatives de modéliser les
interactions allostériques se sont
poursuivies avec le modéle de Koshland et
al (KNF) (1966) [3], qui décrivait les
interactions entre un substrat et une enzyme
et proposait que la liaison au site actif
changeait la structure de [I'enzyme

(conformation induite). A partir de la

découverte des protéines G [4], les modéles
ligand-récepteur ont décrit la relation
récepteurs-protéines G comme étant de
type allostérique puisque celles-ci se lient a
un site autre que le site orthostérique [5]. Le
modéle d’antagonisme allostérique de F.J.
Ehler [6] fut le premier modeéle a introduire
de facon formelle la sélectivité fonctionnelle
et la différence de réponse dépendante de

'agoniste et du modulateur allostérisque.

148



Les derniéres avancées
technologiques en matiére de découverte et
de caractérisation de nouveaux composés
nous ont fait comprendre Ila réelle
complexit¢é de la dynamique ligand-
récepteur et de la réponse biologique s’y
rapportant. Les récepteurs ne fonctionnent
pas comme des interrupteurs ouverts ou
fermés mais doivent plutét étre vus comme
des structures dynamiques capables
d’adopter tout un éventail d’états

conformationnels [7].

Au cours des vingt derniéres années,
des études de résonance magnétique ("°N
et résonance paramagnétique) et de
fluorescence chez le récepteur p2-
adrénergique et la rhodopsine [8, 9] ont
illustré la flexibilité et la multitude de
conformations qu’'une méme protéine peut
adopter, contrairement a ce que suggéraient
jusqu’alors les résultats de cristallographie
et les modeles théoriques. Des méthodes
comme le FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) et le BRET
(Bioluminescence Resonance Energy
Transfer) ont confirmé qu’'une corrélation

existe entre les changements

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

conformationnels et les changements
fonctionnels observés avec différents

ligands pour un méme récepteur [10].

La nouvelle vision de l'allostérisme
reconnait désormais que les protéines
préexistent en tant qu'ensembles de
populations de conforméres. Ces
conforméres se replient et se déplient
continuellement de fagon localisée, ce qui
résulte en un nombre important de
structures différant légérement les unes des
autres. La liaison d’'un effecteur allostérique
(sur un complexe ligand-récepteur ou sur
une protéine seule) méne a un déplacement
de I'équilibre et & un changement dans la
composition des populations de
conforméres [11]. Selon cette nouvelle
compréhension, la modulation allostérique
peut comporter des micro-changements de
conformations, difficilement détectables [12],
qui influencent l'activité biologique contrblée
par un récepteur et ménent a une
modulation différente de la signalisation
induite par la liaison dun ligand
orthostérique, c’est-a-dire a une sélectivité

fonctionnelle.
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La sélectivité fonctionnelle, une
propriété pharmacologique
essentielle des modulateurs

allostériques

L’efficacité d’'un ligand a générer un
effet biologique était auparavant considérée
comme linéaire et uniforme. Un agoniste lié
a un récepteur au site orthostérique générait
donc toute la gamme de signaux associés a
ce récepteur. La signalisation de plusieurs
récepteurs étant partiellement connue,
I'évaluation de [lefficacité d'un composé
consistait souvent a ne considérer que le
parameétre classique validé dans Ia

littérature.

Ces derniéres années, certains
agonistes des récepteurs de la dopamine et
de la sérotonine ont démontré des activités
pouvant étre agonistes ou antagonistes en
fonction des effets considérés. Ainsi, le
récepteur de [I'angiotensine [13], AT/AR,
signale différemment si le ligand présent est
I'angiotensine ou son dérivé Sll. Ce dernier
ne peut activer la protéine Gaq, mais induit
l'internalisation du récepteur et active la voie
des MAPK, ce qui génere un effet

cardioprotecteur ouvrant des perspectives
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pharmacologiques intéressantes. Un
agoniste du récepteur ATIIR, TRV120027,
génere le méme profil signalitique. Ces
travaux décrivaient en fait ce que Terry
Kenakin, en 1995, appellera « signalisation
biaisée » ou « sélectivité fonctionnelle »

[14].

Les modulateurs allostériques

possédent plusieurs propriétés
intéressantes au niveau pharmacologique.
La saturation de leurs effets découle du fait
que le ligand allostérique n’occupe pas le
site de liaison orthostérique et parvient donc
rapidement a la saturation des sites de
liaison, ce qui rend quasi inexistants les
risques de surdose. Au contraire, un
modulateur orthostérique entre en
compétition avec le ligand naturel pour le
site de liaison et I'effet dépend directement
de la quantité respective des deux ligands.
La localisation du site de liaison des
modulateurs allostériques leur confere aussi
une plus grande sélectivité. Habituellement,
les sites allostériques se retrouvent dans
des regions stabilisatrices non conservées
de la protéine. Mais la propriété de loin la
plus intéressante en pharmacologie est la
sélectivité fonctionnelle [15]. Cette propriété
élimine par exemple l'accoutumance aux
médicaments dans le traitement d’affections

chroniques et permet d’éviter le blocage de
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certaines voies de signalisation bénéfiques.
Une inhibition compétitive et totale
(antagoniste orthostérique) de la
signalisation peut étre préjudiciable, alors
qu’'un inhibiteur allostérique pourrait étre
capable de bloquer uniquement les voies
responsables des signaux cellulaires
pathologiques. Il y a habituellement un état
qui est favorisé thermodynamiquement par
le ligand allostérique, ce qui module
positivement ou négativement certaines

voies de signalisation [7].

Il existe quelques exemples de
composés allostériques qui ont été
caractérisés et qui ont démontré de la
sélectivité fonctionnelle. L’aplaviroc [16] n’a
pas d’effet sur laffinité de la chimiokine
RANTES (CCL5) pour le récepteur CCR5,
mais il inhibe la réponse pharmacologique
induite (mobilisation calcique). Par contre,
l'aplaviroc ne bloque pas la réponse a un
autre ligand du méme récepteur, MIP-1a. La
neurokinine NKA induit [l'activation des
protéines Gas et Gaq lorsqu’elle se lie au
récepteur NK. Le composé LP1805 se lie a
NKR sur un site difféerent de NKA et
activerait uniquement la protéine Goq en
inhibant le couplage a Gas [17]. Un autre
exemple s’applique au composé AC-42, qui

inhibe  uniquement linternalisation du
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récepteur M;Ach mais non la réponse

biologique [18].

Conception de  modulateurs

peptidiques allostériques

Des séquences peptidiques dérivées
des séquences primaires des protéines (soit
de linterface entre deux sous-unités ou
dimeres, soit entre deux régions
intramoléculaires) ont déja été utilisées avec
succés pour inhiber I'activité biologique de
plusieurs récepteurs [19-21] en interférant
avec leur assemblage ou leur conformation.
Etant donné que ces régions sont situées a
des endroits différents des sites de liaison
orthostériques, ces peptides s’averent étre
des antagonistes non compétitifs pouvant
moduler l'activité biologique des récepteurs
— des caractéristiques qui correspondent a

celles d’'un modulateur allostérique [7].

L'approche utilisée par notre
laboratoire dans le but de concevoir de
petits peptides modulateurs (composés
d’acides aminés de conformation d) ayant
des propriétés allostériques a donc consisté
a reproduire de petites parties des portions
extracellulaires flexibles et des boucles des
récepteurs de fagon a ce qu’ils interagissent

en s’interposant entre deux sous-unités ou
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entre deux régions de la méme sous-unité.
Ces régions ont été spécialement choisies a
I'extérieur du domaine de liaison du ligand
orthostérique dans les régions
interdomaines, la portion juxtamembranaire
ou dans les boucles (régions flexibles) des
récepteurs IL-1R/IL-1RAcP (récepteur de
linterleukine 1), FP (récepteur de la
prostaglandine F2a) et le V2R (récepteur

type 2 de la vasopressine).

Etant donné que les boucles sont
exposées durant les changements de
conformation, notre hypothése était qu’une
séquence peptidique reproduisant certaines
régions de ces boucles pourrait déplacer
'équilibre de [I'ensemble vers un état
particulier et modulerait la signalisation.
Certaines voies de signalisation pourraient
étre partiellement inhibées ou potentialisées
tandis que dautres ne seraient pas
touchées puisque le ligand orthostérique
pourrait toujours se lier au récepteur pour
induire la signalisation correspondante a ce

conformeére.
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Peptides modulant Cactivitée de
récepteurs couplés aux

protéines G

Un grand nombre de régions
importantes pour I'activation et I'activité des
récepteurs couplés aux protéines G ont été
identifices [22]. Parmi ces régions, la
seconde boucle extracellulaire a fait I'objet
de recherches concernant son role dans la
liaison du ligand orthostérique et, dans
lactivation des récepteurs. Les résidus
situés a linterface de la région
extracellulaire qui pouvaient potentiellement
faire  partie de sites allostériques,
particuliérement ceux situés prés du site de
liaison au ligand [22], ont aussi fait 'objet
d’études plus approfondies. . Nous avons
donc reproduit les régions
juxtamembranaires de deux récepteurs
couplés aux protéines G, le récepteur FP
(prostaglandine F2a) et le récepteur de la
vasopressine V2R, et vérifié leurs effets sur

I'activité biologique.
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Récepteur de la prostaglandine
F2a (FP) : activité des
modulateurs THG113 et
PDC113.824

Les prostaglandines (PG), dont la
synthése est sous la gouverne de la
cyclooxygénase et des prostaglandines
synthases spécifiques, jouent un rdle
important dans plusieurs états
physiologiques et pathologiques, y compris
durant la grossesse et 'accouchement [23].
Les prostaglandines sont les initiateurs du
déclenchement du travail et agissent par
intermédiaire des récepteurs couplés aux
protéines G. En particulier, la prostaglandine
PGF.a promeut la contraction myométriale
par l'activation du récepteur FP [23]. Le
récepteur de PGF,o, couplé a la protéine
Goq, induit la mobilisation calcique
intracellulaire par l'accumulation d’inositol
phosphate et I'activation de la protéine
kinase C (PKC). Il a aussi été démontré que
I'activation de FP induisait la réorganisation
du cytosquelette dépendante de la protéine
Rho et que ces deux voies de signalisation
participaient a la contraction myométriale
(Figure 1B). A partir d’un premier criblage
in vitro, nous avons identifi¢ un peptide,
THG113 (ilghrdyk), dont la structure est
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dérivée de la région N-terminale de la 2°
boucle extracellulaire du récepteur FP, qui
posséde une activité tocolytique. A partir de
la structure de ce peptide, nous avons
développé un
PDC113.824 (Figure 1A), qui est sélectif du

récepteur FP et agit comme un modulateur

peptidomimétique,

allostérique en démontrant une sélectivité
fonctionnelle par rapport a la signalisation
du récepteur FP [24]. In vivo, PDC113.824
retarde le début du travail induit par PGF2a
ou le LPS chez les souris CD-1 gestantes
(Figure 1C). In vitro, PDC113.824 interfére
de maniére minime sur l'activation de la
protéine Gag, mais agit plutét comme un
modulateur négatif en inhibant l'activation
de la protéine Ga12 et de ce fait inhibe la
voie Rho kinase (ROCK) (Figures 1D et 1E)
qui gouverne la réorganisation du
cytosquelette. Par ailleurs, PDC113.824 agit
comme un modulateur allostérique positif en
amplifiant I'activation de la PKC et de Erk1/2
induite par PGF2o (Figure 1F). Cette
sélectivité dans la modulation s’explique par
un couplage plus efficace a la protéine Gaq
qua la protéine Ga12. Par conséquent,
PDC113.824 présente des propriétés de
sélectivité pharmacologique sur différentes
voies de signalisation induite par la

prostaglandine Fa.
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PDC113.824 démontre de la sélectivité fonctionnelle vis-a-vis du récepteur FP

A) Structure de THG113 (ilghrdyk) et de son
dérivé peptidomimétique PDC113.824.

B) Signalisation lors de I'activation du récepteur
par PGF2a.

C) Action tocolytique de PDC113.824 chez la
souris gestante suite a I'administration de LPS
ou PGF2a.

D) Activation de Rho GTPase déterminée par
FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfert). L’activation de Rho diminue le signal
FRET. PDC113.824 empéche I'activation;

E) PDC113.824 inhibe la réorganisation du
cytosquelette induite par PGF2a dans les
cellules myométriales (PD98058 inhibiteur de
MEK1, Go6983 inhibiteur de PKC, Y273632 et
C3 exoenzyme inhibiteurs de Rho kinase);

F) PDC113.824 potentialise la phosphorylation
des kinases Erk1/2 dans les cellules
myométriales. Résultats tirés de la référence
[24].
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YRQ397 : un modulateur du
récepteur de la wvasopressine

V2R

L’arginine vasopressine (AVP) est un
neuropeptide exergcant un effet sur la
circulation et [I'homéostasie hydrique
corporelle. L’AVP agit par l'intermédiaire de
trois récepteurs couplés aux protéines
G, dont le V2R, qui est majoritairement
exprimé sur I'épithélium du tubule rénal
collecteur et qui médie les effets hydro-
osmotiques de la vasopressine [25]. V2R
est aussi présent sur I'endothélium et médie
une vasodilatation [26]. V2R joue donc un
réle dominant dans la rétention deau et
dans l'inhibition de la contractilité vasculaire.
Avec la méme approche que celle décrite ci-
dessus pour le récepteur FP, nous avons
congu six petits peptides reproduisant les
régions juxtamembranaires du récepteur
V2R (Figure 2A) [27]. Le plus efficace,
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VRQ397 (cravky), a été davantage
VRQ397 inhibe la

vasorelaxation induite par la DDAVP

caractérisé.

(desmopressine  (1-désamino-8-D-arginine
vasopressine), ligand sélectif pour le V2R
(Figure 2B), et augmente la clairance d’eau.
Ce peptide agit spécifiquement sur V2R de
facon non compétitive en occupant un site
de liaison différent du site orthostérique et
démontre trés clairement une sélectivité
fonctionnelle d’action. Il inhibe la génération
de la prostacycline PGl (Figure 2C) mais
non le couplage a la protéine Gas et la
formation subséquente d’AMP cyclique
(Figures 2D, 2E); il n’inhibe pas non plus le
recrutement de la p-arrestine 2 (Figure 2F).
Le peptide VRQ397 démontre donc
véritablement des propriétés de
signalisation biaisée en lien avec la

définition d’'un modulateur allostérique.
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Figure 2 : Sélectivité fonctionnelle de VRQ397 vis-a-vis le récepteur V2R

A) Représentation graphique 2-D du récepteur
de la vasopressine et emplacement des sites
dont sont dérivés les peptides. Le tableau de
droite indique la séquence et [lefficacité
maximale des peptides a inhiber la
vasodilatation induite sur le muscle crémastere
de rat par la desmopressine, DDAVP.

B) Efficacitt de VRQ397 a inhiber la
vasodilatation, et C) la production de PGl,

induite par le DDAVP dans le muscle crémastére
de rat;

D) et E) VRQ397 n’a aucun effet ni sur la
production d’AMP cyclique induite par le DDAVP
dans des cellules exprimant V2R, ni sur F) le
recrutement de la p-arrestine suite a I'activation
du récepteur.

G) Effet diurétique de VRQ397 chez le rat [27].
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Modulateurs peptidiques
sélectifs au niveau fonctionnel
pour le récepteur de ['IL-1

(de type tyrosine kinase)

Le récepteur de linterleukine-1 est
composé de deux sous-unités, IL-1R et IL-
1RAcCP, qui est la protéine accessoire
signalisatrice  du complexe. L’IL-1RAcP
interagit avec la sous-unité IL-1R qui forme
un complexe avec I'lL-1 (IL-1R/IL-1) (Figure
3A). En nous basant sur cette information,
nous avons congu de petits peptides (=12
acides aminés) qui reproduisent plusieurs
régions de la protéine accessoire [28].
Parmi ces peptides, 101.10 (rytvela) inhibait
certains effets biologiques de IL-1p in vitro
(ainsi qulin vivo) et démontrait une
modulation de ces effets et une sélectivité
fonctionnelle en inhibant plus de 90 % de la
prolifération des thymocytes mais seulement
30 a 35% de la formation de PGE,
(prostaglandine E;) induite par [I'lL-1
(Figures 3C, 3E); la séquence brouillée de
rytvela (verytla) était inefficace. La
séquence de 101.10 est située dans la
portion juxtamembranaire de la protéine

accessoire qui n’interagit pas avec le ligand.

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

En accord avec cette notion, rytvela (en
employant ['*°l]-rytvela) ne se lie pas au site
orthostérique de liaison du substrat bien
qu’il affecte légérement I'affinité du ligand
pour le récepteur. Ces caractéristiques le
distingue de rlinhibiteur compétitif Kineret
(IL-1Ra) [29]. In vivo, le peptide 101.10
injecté de fagon intrapéritonéale inhibe
linflammation du pavillon de l'oreille induite
par l'injection sous-cutanée d’IL-1f dans les
souris CD-1 (Figure 3F).

Les autres peptides provenant de
différentes régions (distinctes du site
orthostérique) de [I'IL-RAcP modulaient
aussi differemment les effets biologiques de
IL-1. Par exemple, les peptides 103, 106 et
108 affectaient de maniére similaire au
101.10 la production de PGE; (Figure 3C),
mais avaient des effets trés différents sur la
phosphorylation de p38: par exemple, le
peptide 103 augmentait la phosphorylation
de p38 tandis que 101.10 Tlinhibait
totalement (Figure 3D). En somme, les
peptides dérivés de la structure primaire de
IL-1RAcP  démontrent un mécanisme
d’action correspondant a des modulateurs

allostériques.
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Le peptide rytvela module les fonctions du récepteur IL-1R/IL-RACP activé par IL-1 de maniére sélective.

A) Signalisation classique de IL-18. IL-
1pse lie a IL-1RI et I'ensemble recrute IL-
1RIAcCP. Le complexe recrute ensuite MyD88 ce
qui induit la phosphorylation des kinases
associées a IL-1R. Par la suite NFkB est activé
et pourra entrer dans le noyau afin d’induire
I'expression d’autres marqueurs pro-
inflammatoires tels I'lL-6, IL-8 et COX-2. TAK1
peut aussi activer les MAPK telles que Erk1/2,
p38 et JNK (tiré de Dinarello, C 2009 [30]).

B) Séquence primaire de IL-1RACP. Les
séquences colorées correspondent aux boucles
indiquées sur la structure: bleu: 101.10,
turquoise: 108, vert: 106, rouge: 103.

C) Effets de 101.10 (rytvela [0.1 uM]), et
autres peptides dérivés de la séquence de la
protéine accessoire et IL-1Ra (9 nM) sur la
production de PGE; et D) sur la phosphorylation
de p38 induite par IL-1p (50 pM) dans des
cellules TF-1;

E) Dose réponse de l'effet inhibiteur du
101.10 sur la prolifération des lymphocytes TF-1
induite par IL-1p.

F) Le peptide 101.10 injecté de facon
intrapéritonéale inhibe [linflammation sur le
pavillon d’oreilles qui est induite par l'injection
sous-cutanée d‘IL-1p (200 ng) dans des souris
CD-1 [28].
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Conclusion

Les modulateurs allostériques
représentent une voie prometteuse pour des
applications thérapeutiques. L'utilisation de
modulateurs allostériques peptidiques
dérivés de séquences primaires pour
moduler l'activité biologique représente une
approche potentiellement intéressante pour
cette nouvelle classe d’agents
thérapeutiques. Les modulateurs
allostériques comportent les avantages
suivants : 1) moins d’effets secondaires dus
aux propriétés de sélectivité fonctionnelle et
de saturation de la réponse; 2) de par leur
nature peptidique (et leurs acides aminés de
stéréochimie d), ces composés sont non
reconnus par les protéases; 3) les études
d’activité-structure permettent de
transformer ces peptides en petites
molécules ayant des propriétés
pharmacologiques et thérapeutiques
supérieures aux peptides, comme |la
biodisponibilité orale et la durée d’action.
Malgré ces avantages et lidentification de
sélectivité pharmacologique et de propriétés
allostériques avec plusieurs composés

thérapeutiques déja sur le marché, la
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découverte systématique de modulateurs
allostériques demeure un défi. Ce défi
reflete nos connaissances limitées dans
linteraction des récepteurs avec Iles
protéines adjacentes impliquées dans la
signalisation, la relation entre les
changements conformationnels des
récepteurs et la signalisation désirée, ainsi
que dans la signalisation spécifique et I'effet

désiré in vivo.
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Les voies de signalisation permettent a la
cellule d’intégrer les informations provenant
de leur environnement pour s’y adapter et
maintenir ’homéostasie cellulaire. La
caractérisation de ces voies représente
donc un enjeu majeur pour mieux
comprendre le fonctionnement
physiologique normal ou pathologique. Dans
cette revue, nous discuterons de Ia
caractérisation récente d’une nouvelle voie
de transduction du signal, assurée par les
MAP kinases atypiques ERK3 et ERK4, qui
relient les p21-activated kinases (PAKs) et
la MAPKAP kinase 5 (MK5). Les rbles
physiologiques potentiels de cette nouvelle
voie seront analysés en fonction des
résultats obtenus a partir de modéles de

souris avec invalidation de ces génes.
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Summary

Signaling pathways are used by cells to
sense and respond to their environment in
order to maintain cellular homeostasis. The
characterization of these cellular pathways
is essential to understand physiological
processes in normal and pathological states.
In this review, we discuss the recent
characterization of a novel signal
transduction pathway involving group |
PAKs, the atypical MAP
ERK3/ERK4 and the MAPKAP kinase MK5.

We describe the possible physiological

kinases

functions of this pathway from the
phenotypic analysis of mouse models
bearing inactivating mutations in these

genes.
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Les cellules sont constamment confrontées
a différentes options: migrer, se différencier,
se diviser ou mourir sont quelques
possibilités qui s’offrent a elles et qui
permettent de maintenir 'homéostasie de
'organisme. Dans ce but, un large éventalil
de récepteurs situés a la surface cellulaire
sonde  continuellement les  signaux
provenant du milieu extracellulaire et
transmet l'information a différents réseaux
de réactions biochimiques. Soigneusement
élaborées au cours de I'évolution, ces voies
de signalisation sont caractérisées par une
succession d’'interactions moléculaires et de
réactions enzymatiques, principalement
relayées par des protéines kinases. Ces
enzymes permettent I'amplification du signal
percu par le récepteur et la transposition de
celui-ci  en une réponse cellulaire
parfaitement coordonnée. Le génome
humain code pour 518 protéines kinases
ayant la capacité de phosphoryler plus du
tiers des protéines d’'une cellule, faisant de
celles-ci une des plus importantes familles
d’enzymes. Dans cet article de revue, nous
traiterons d'une nouvelle voie de
signalisation récemment caractérisée, la

voie PAK-ERK3/4-MK5.
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Les kinases de [a famille PAX

PAK1, le membre fondateur de la famille
des PAK (p21-activated protein kinases), a
été identifieé comme l'un des effecteurs
principaux des GTPases Rac et Cdc42 [1].
Ces membres de la famille des Rho
GTPases sont impliqgués dans de
nombreuses fonctions cellulaires, dont le
remodelage du cytosquelette et la migration
cellulaire. Par la suite, deux autres
membres, PAK2 et PAKS3, ont été clonés [2].
Aujourd’hui, nous savons que le génome
humain encode six différentes PAKs
regroupées en deux sous-familles selon leur
structure et leur mode de régulation: les
PAKs de groupe | (PAK1, PAK2 et PAK3) et
de groupe Il (PAK4, PAK5 et PAKG) (Figure

1),

Conservées au cours de I'évolution, les
membres de la famille PAK sont retrouvés
de la levure jusqua I'homme. Les six
isoformes humaines possédent un domaine
de régulation N-terminal et un domaine
kinase trés bien conservé en C-terminal. Le
domaine de régulation consiste en un
domaine PBD (p27-binding domain), des
régions riches en prolines et, seulement

chez les PAKs de groupe |, d'un domaine
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auto-inhibiteur nommé AID (autoinhibitory
domain). Le domaine de régulation n’exerce
pas exactement le méme rble chez les
PAKs de groupe | et Il. En effet, les PAKs
de groupe | forment des homodiméres
lorsqu’elles sont sous leur forme inactive.
le PBD et une Rho

GTPase entraine la dissociation du dimére

L’interaction entre
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PAK1

PAK2

PAK3
Groupe ||

PAK4
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T182

MKs [ -.]—| 47320
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nucléaire et domaine

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

en relachant I'effet inhibiteur du AID ce qui
provoque I'autophosphorylation de la boucle
d’activation du domaine kinase [3]. De leur
c6té, les membres du groupe Il n'ayant pas
de AID possédent une activité constitutive
qui n’est pas modifiée suite a leur interaction
avec Rac ou Cdc42 [4, 5].

Figure 1

Structure primaire des PAKs, ERK3/ERK4 et
MKS5.

Les PAKs de groupe | et Il possédent un
domaine de régulation en N-terminal qui inclue
le PBD et, chez les PAKs de groupe I, une
région AID. En C-terminal, on retrouve le
domaine kinase. Les PAKs contiennent
plusieurs régions riches en prolines. ERK3 et
ERK4 possédent un domaine kinase en N-
terminal et une extension en C-terminal qui
comprend une région conservée (C34) entre les
deux protéines. Le domaine kinase de MK5 se
situe en N-terminal et différents éléments de
régulation (motif d’interaction, signaux d’import
et export nucléaire) sont situés en C-terminal.
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D’autres mécanismes d’activation des PAKs
de groupe | indépendants des Rho
GTPases ont également été décrits. Tout
d’'abord, PAK1 peut lier, via ses régions
riches en prolines, les domaines SH3 des
protéines adaptatrices Nck et Grb2. La
relocalisation de PAK1 vers la membrane
plasmique qui s’ensuit entraine son
activation suite a la phosphorylation par
PDK1 de la Thr-423 de la boucle
d’activation, ou par interaction avec des
lipides tels que la sphingosine et I'acide
phosphatidique [4]. De plus, PAK1 est
activée suite a l'interaction avec le complexe
GIT1/PIX et par certaines protéines kinases
dont AKT 1[4, 6]. Finalement, lors de
'apoptose, PAK2 est fortement activée
aprés clivage par les caspases-3, -8 et -10
qui libérent le domaine catalytique C-
terminal de I'action inhibitrice du domaine de
régulation [7, 8].
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A ce jour, plus de 40 substrats des PAKs
ont été identifiés, ce qui explique leur
implication dans un grand nombre de
processus  cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation, la survie, la
transformation, le réarrangement du

cytosquelette, la  migration cellulaire,
linvasion et la tumorigenése [4, 9]. Parmi
ces substrats, on retrouve quelques
protéines kinases, suggeérant que les PAKs
interviennent au sein de cascades de
protéines kinases. Par exemple, les PAKs
activent LIMK (LIM domain kinase 1) par
phosphorylation de la Thr-508 de la boucle
d’activation et inhibent MLCK (myosin light
chain kinase). La protéine kinase MEK1, un
activateur des MAP kinases ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase 1/2),
est aussi un substrat des PAKs [10, 11]. La
phosphorylation de MEK1 sur la Ser-298
pourrait contribuer a l'activation de MEK1
aux foyers d’adhésion. Récemment, deux
études indépendantes réalisées par notre
laboratoire et celui du Dr Beeser ont montré
que les PAKs de groupe | activent
également les MAP kinases atypiques
ERK3 et ERK4 [12, 13].
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Les MAP kinases atypiques
EZRX3 et ZRXK4

ERK3 et ERK4 définissent une famille de
MAP kinases (mitogen-activated protein
kinases) qu'on ne retrouve que chez les
vertébrés. Elles sont décrites comme
« atypiques » puisqu’elles ne sont pas
activées par un membre de la famille des
MAP kinases kinases contrairement aux
MAP kinases dites classiques: ERK1/2, JNK
et p38 [14]. Chez 'Homme, elles partagent
ce caractere atypique avec NLK (nemo-like
kinase) et ERK7. Les ADNc de ERK3 et
ERK4 ont été clonés par homologie de
séquence a ERK1 au début des années
1990 [15, 16].

ERK3 et ERK4 possédent un domaine
kinase conservé a leur extrémité N-
terminale qui présente 73 % d’identité
protéique entre elles et 41-42% avec ERK1.

Néanmoins, certaines régions critiques de

leur structure primaire difféerent
considérablement de celles des MAP
kinases classiques comme ERK1/2.

Premiérement, dans le domaine kinase, la
boucle d’activation de ERK3/4 posséde le

motif Ser-Glu-Gly comprenant un seul site
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de phosphorylation, contrairement a Ila
séquence Thr-Xxx-Tyr retrouvée chez les
MAP kinases classiques (Figure 1).
Deuxiemement, ERK3 et ERK4 sont les
seules kinases humaines a posséder la
séquence Ser-Pro-Arg au niveau du sous-
domaine VIII plutét que la séquence Ala-
Pro-Glu, bien que [limpact de cette
différence sur l'activité enzymatique ne soit
pas connu a ce jour. Finalement, en plus du
domaine kinase, ERK3 et ERK4 possedent
une extension en C-terminal quon ne
retrouve pas chez ERK1/2. La région C-
terminale des deux protéines est trés bien
conservée entre les différentes espéces de
vertébrés, ce qui suggére une fonction
possiblement importante. Les 150 premiers
acides aminés de ce domaine, nommé C34
(conserved region in ERK3/4), sont
identiques a 50% entre ERK3 et ERK4 alors
que leur extrémité, plus longue chez ERKS,

présente une plus grande variabilité [14].

Deux mécanismes distincts interviennent
dans le contrble de I'activité de ERK3. Notre
laboratoire a montré que ERK3 est une
protéine trés instable avec une demi-vie
d’environ 30 minutes dans des cellules en
prolifération [17]. Deux petites régions de 15

et 20 acides aminés en N-terminal,
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nommées NDR1/2 (N-terminal degradation
region 1/2), sont suffisantes et nécessaires
pour induire la dégradation de ERKS3 par le
systeme ubiquitine-protéasome. Ce mode
de régulation est unique a ERKS3 puisque la
demi-vie de ERK4 est de plusieurs heures.
D’autre part, l'activitt des MAP kinases
classiques est principalement régulée par
I'état de phosphorylation des résidus Thr et
Tyr de la boucle d’activation. Dans le cas de
ERK3 et ERK4, la Ser-189/186 de la boucle
d’activation est phosphorylée en trans in
vivo, mais contrairement aux autres MAP
kinases, cette phosphorylation n’est pas
modulée par des facteurs de croissance ou
des stress cellulaires [18, 19]. La
phosphorylation de ce se site n’en demeure
pas moins importante, puisque la mutation

de ce site abolie leur activité enzymatique.

La MAPKAP kinase (mitogen-activated
protein kinase-activated protein kinase) MK5
a été identifié¢e comme premier partenaire
d’interaction et substrat physiologique de
ERK3 et ERK4 [20-23]. Bien que l'impact
fonctionnel de l'interaction entre ERK3/4 et
MK5 ne soit pas entierement compris, il
semble que MKS5 joue un rble de chaperone,
du moins envers ERKS3, stabilisant

'expression de cette derniére. De plus, la
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formation du complexe résulte en une

redistribution presque exclusivement
cytoplasmique des protéines. Plusieurs
expériences ont été réalisées afin de mieux
comprendre la relation complexe qui existe
entre ces kinases (Figure 2). Ainsi, MK5
favorise indirectement la phosphorylation de
la Ser-186/189 de la boucle d’activation de
ERKS3/4 en recrutant une troisiéme kinase
[18, 19]. Une fois activée ERK3/4
phosphoryle la Thr-182 de la boucle
d’activation de MK5 qui vient a son tour
phosphoryler ERK3/4 sur des acides aminés
non identifiés.

Jusqu’a récemment, lidentité de la kinase
responsable de la phosphorylation de la
boucle d’activation de ERK3 et ERK4
demeurait inconnue. Deux approches
expérimentales indépendantes ont
démontré que les PAKs de groupe |
exercent cette fonction. En effet, une
approche de purification biochimique
classique de l'activité kinase de la Ser-186
de ERKS3 et l'utilisation de micropuces de
protéines visant l'identification de nouveaux
substrats de PAK2 ont révélé la relation qui
existe entre ces deux familles de kinases
[12, 13].

constitutivement actifs des GTPases Rac1

L’'expression de mutants

et Cdc42 augmente la phosphorylation de la
Ser-186/189 de ERK3/4 de maniére
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dépendante des PAKs et conduit a
l'activation de MK5 [12]. Réciproquement,
linhibition de I'expression des PAKs par
interférence a ’ARN ou de leur activité via la
surexpression du AID bloque la
phosphorylation de la Ser-189 de ERK3 et

ERK

Migration <«

» e
Cycle cellulaire Développement

Neurotransmission
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son interaction avec MK5. L’identification
des PAKs de groupe | comme activateurs
de ERKS3/4 a révélé [lexistence d'une
nouvelle voie de signalisation PAK-ERK3/4-
MKS5.

Figure 2

Modeéle d’activation de la voie PAK-ERK3/4-
MKB5.

Les GTPases Rac et Cdc42 interagissent et
activent les PAKs de groupe | qui peuvent alors
phosphoryler ERK3 et ERK4 respectivement sur
la Ser189 et Ser186 dans leur boucle
d’activation. ERK3/ERK4 ainsi phosphorylées
présentent une plus grande affinité pour MK5.
MKS5 est a son tour phosphorylée sur sa boucle
d’activation (Thr182) par ERK3/ERK4 ce qui
conduit a sa pleine activation et conduit a la
phosphorylation de substrats potentiels et
'induction de réponses physiologiques.
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Fonctions de [a voie de
signalisation PAX-ERXK3/4-
MXKs

Le défi des prochaines années consiste a
élucider les fonctions cellulaires de cette
nouvelle voie de signalisation. Néanmoins, a
la lumiere des différents effets cellulaires
décrits a ce jour et des phénotypes
observés chez les souris invalidées pour
ces kinases, il est possible d’émettre
certaines hypothéses. Des rbles dans le
développement embryonnaire, la migration,
le contréle du cycle cellulaire et la

neurotransmission sont a privilégier.

Réle dans le développement

embryonnaire

Tous les génes des PAKs de groupe | ont
fait I'objet d'une délétion génique chez la
souris, résultant en divers phénotypes selon
l'isoforme inactivée. Ainsi, les souris Pak1™
sont viables et fertiles mais présentent une
réponse immune altérée [24]. Par contre, la
délétion génique de Pak2 engendre la
létalité embryonnaire autour du jour E8 [25].
Les souris Pak3" présentent une plasticité

synaptique altérée et des problémes de
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cognition, cohérents avec le fait que PAK3
est principalement exprimée dans le
cerveau et qu'il s’agit d’'un géne muté dans
certaines formes de retard mental lié au

chromosome X [26].

Les souris Erk3" présentent un retard de
croissance intra-utérin, une hypoplasie
pulmonaire et meurent dans les 24 heures
suivant la naissance [27]. L’absence de
ERK3 entraine un défaut de différenciation
des pneumocytes de type II, cellules qui
produisent le surfactant. De plus, on
retrouve moins d'IGF2, un facteur de
croissance important lors du
développement, dans le sérum des
embryons Erk3". Ces résultats révélent que
ERK3 est important pour la croissance
foetale et le développement pulmonaire.
L’inactivation génique de Erk4 génére un
phénotype bien différent de celle de Erk3.
Les souris Erk4” sont viables, fertiles et ne
présentent aucun défaut morphologique des
organes. La perte de fonction de ERK4 dans
les souris Erk3” naccentue pas les
différents phénotypes attribués a
'inactivation de ERK3, démontrant des rbles
physiologiques spécifiques et non
redondants pour ces deux MAP kinases

[28].
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Les souris Mk5” obtenues dans un fond
génétique mixte sont viables, fertiles et ne
présentent aucun défaut apparent [29].
Cependant, dans un fond génétique pur
C57BL/6, une fraction des embryons Mk5”
meurt aux environs du jour E11, stade de
développement ou I'expression de ERK3 est
la plus élevée, et les embryons qui se
développent jusqu’a la naissance ont une
taille plus petite [22]. Les causes de ces
differences de phénotypes et de la
pénétrance partielle du phénotype associé
au fond génétique pur demeurent
inconnues.

L'hétérogénéitée des phénotypes liés a la
délétion des divers membres de la voie
PAK-ERK3/4-MK5 ne permet pas d'identifier
clairement une fonction physiologique
commune a cette cascade de protéines
kinases. On peut néanmoins constater que
l'invalidation des génes Pak2, Erk3 et Mk5
entraine un phénotype de Iétalité a
différents stades. Il est possible que tous
ces génes partagent une fonction commune
lors du développement et que la sévérité du
phénotype dépende de leur position dans la
cascade enzymatique. Ainsi, la perte de
fonction de PAK2 (létalité au jour E8) [25], le
régulateur le plus en amont, serait plus
lourde de conséquences que celle de ERK3
(Iétalité au jour P1) [27] ou MK5 (viable dans
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un fond génétique mixte; Iétalité avec
pénétrance incompléte dans un fond
C57BL/6 pur) [22, 29] qui agissent en aval.

Roéle dans le contrble du cycle cellulaire

Les PAKs sont associées a la régulation du
cycle cellulaire et de la survie. PAK1
pourrait jouer un rdle dans la progression
des cellules en G1 en phosphorylant de
maniére adhésion-dépendante MEK1 [4].
De plus, I’activation du facteur
transcriptionnel NF-kappa B par PAK1
stimule I'expression de la cycline D1 dans
certaines cellules. Plusieurs études ont
aussi impliqgué PAK1 dans la régulation de
la mitose. Tout d’abord, PAK1 dont I'activité
enzymatique atteint un maximum durant la
mitose est phosphorylée sur la Thr-212 par
la kinase cycline B-CDK1 [30]. Cette
phosphorylation ne modifie pas son activité,
mais plutét son affinité pour ses partenaires
mitotiques. PAK1 phosphoryle la Ser-10 de
I'nistone H3 et pourrait donc jouer un réle
dans la condensation des chromosomes
[31]. D’autres travaux ont également
proposé que PAK1 phosphoryle et régule
l'activité des kinases mitotiques Aurora A et
Plk1 [32]. La surexpression de formes

actives de PAK1 entraine un nombre
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centrosomes et une

anormal de

désorganisation du fuseau mitotique

conduisant a I'aneuploidie.

Plusieurs évidences suggérent que ERK3
pourrait exercer des fonctions dans le
contréle du cycle cellulaire. Tout d’abord, il a
été montré que la surexpression de ERK3
inhibe la prolifération de différents types
cellulaires [17, 33]. Ensuite, ERK3 interagit,
via son domaine C-terminal, avec la cycline
D3 et les phosphatases Cdc14A et B [34-
36]. L’interaction entre Cdc14A et ERK3 a
pour effet de co-localiser ERK3 au
Cdc14A.

fonctionnel de la formation de ces

centrosome  avec L’'impact
complexes demeure toutefois inconnu. Nous
avons également démontré que ERK3 est
phosphorylée lors de la mitose par la cycline
B-CDK1 sur quatre résidus C-terminaux
[35]. Cette phosphorylation a pour effet
d’augmenter la demi-vie de ERK3 en
mitose. Lors de la transition M-G1, Cdc14A
et Cdc14B déphoshorylent ERK3, ce qui
augmente la vitesse de dégradation de la

protéine.

De son c6té, MK5 a récemment été décrite
comme un suppresseur de tumeurs. En
effet, chez des souris Mk5” on observe un
plus grand nombre de papillomes cutanés

induits par un carcinogéne que chez les
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souris sauvages [37]. En absence de MKS5,
les cellules de la peau ont une moins
grande capacité a induire un programme de
sénescence. Ces auteurs ont proposé que
MKS5S était requise pour la sénescence
induite par Ras en phosphorylant et activant
p53. Récemment, il a été décrit que la
phosphorylation du facteur de transcription
FoxO3a par MK5 entraine une inhibition de
la traduction de Myc par l'intermédiaire des
microsARNs miR-34b/c et que Myc, a son
tour, stimule la transcription du géne MKS5,
établissant ainsi une boucle de rétroaction
négative [38]. Cette boucle de régulation est

perturbée dans les tumeurs colorectales

Role dans la neurotransmission

Les PAKs de groupe | sont toutes trois
exprimées dans le cerveau et jouent un réle
crucial dans la physiologie neuronale [39].
Elles sont notamment engagées dans les
mécanismes de différentiation, de polarité et
de migration neuronale ainsi que dans la
guidance axonale, la formation de neurites
et la plasticité synaptique. Les PAKs ont été
impliquées dans  plusieurs maladies
neurodégénératives et retards mentaux.
ERK4 est préférentiellement exprimée dans

le cerveau [28] ou l'on détecte aussi
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'expression de ERK3 dans des structures
cérébrales spécifiques distinctes [27].
Notamment, les souris déficientes en ERK4
montrent un comportement de type
dépressif dans le test de la nage forcée [28].
Les souris Erk3" néonatales présentent
divers phénotypes neuromusculaires, tels
que lésion de la main tombante, difficulté de
coordination des mouvements, diminution
des réflexes et réflexe de tétée compromis
[27]. Par ailleurs, [létude de souris
transgéniques  exprimant  un mutant
constitutivement actif de MK5 a révélé que
cette kinase joue un rble dans l'anxiété et
dans l'activité locomotrice des souris [40].
Pour linstant, il est difficile d’associer ce
phénotype a l'activation par ERK3 ou ERK4
car les souris Erk4” males ou femelles ne
sont pas moins anxieuses que les souris
contréles et ne présentent aucun probleme
de locomotion [28]. Plus récemment, une
étude a montré que les souris déficientes
pour Mk5 présentent des défauts de
formation des épines dendritiques au niveau
des neurones de [I'hippocampe [41]. De
maniére intéressante, les auteurs ont mis en
évidence que ERK3 et MK5 forment un
complexe ternaire avec la septine 7, un
régulateur du développement des dendrites.
Cette interaction permet la phosphorylation

des protéines Borgs1-3 (Binders of Rho

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

GTPases), qui agissent comme régulateurs
de I'assemblage des filaments de septines.
De plus, MK5 interagit avec et phosphoryle
la Kalirine-7, un facteur d’échange de
nucléotides guanyliques, impliqué dans la
plasticité neuronale. Cette activation du
module ERK3-MKS5 contribuerait a la
formation d’épines dendritiques et a la
morphogénése neuronale. L'ensemble de
ces données, et tout particulierement ces
derniers travaux, suggeére une participation
de la voie Rac/Cdc42-PAK-ERK3-MK5 dans
les mécanismes de différenciation
neuronale, dans le développement du
systeme nerveux et la régulation de la

neurotransmission.

Réle dans la migration cellulaire et

Pinvasion

La famille PAK est considérée comme un
régulateur majeur de la dynamique du
cytosquelette et de la migration cellulaire,
agissant en aval des GTPases Rac et
Cdc42 [2]. Les études ont montré qu’elles
controlent, selon le contexte cellulaire, la
formation des lamellipodes et des filipodes,
la perte des points d’adhésions focaux et le
désassemblage des fibres de stress [4]. Par

conséquent, les PAKs sont intégrées dans
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des réseaux de signalisation régulant la
migration et l'invasion cellulaire dans des
processus physiologiques et pathologiques.
Ces réorganisations du cytosquelette et de
la membrane, imputables aux PAKs,
résultent de la phosphorylation d’une
douzaine de substrats, dont les kinases
MLCK et LIMK. Toutefois, il y a fort a parier
que cette liste soit incompléte et que
plusieurs autres substrats restent a

identifier.

La voie PAK-ERK3/4-MK5 semble étre
impliquée dans la réorganisation du
cytosquelette, la migration et [invasion
cellulaire. Ainsi, il a été proposé que
lactivation de MK5 dans certaines
conditions, dont une hausse de I'AMPc
intracellulaire, entraine la phosphorylation
de la protéine Hsp27, un régulateur de la
polymérisation des filaments d’actine [42].
La séquestration de MKS5 par la protéine 14-
3-3e inhibe la phosphorylation de Hsp27 et
la migration cellulaire induite par MK5. Dans

un modéle d’angiogenése tumorale, MK5
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stimule la  migration des  cellules
endothéliales suite a une stimulation au
VEGF (vascular endothelial growth factor),
une fonction qui semble étre dépendante de
la MAP kinase p38, mais indépendante de
ERK3/4 [43]. En revanche, une autre étude
rapporte que la protéine IGF2BP1 favorise
la migration cellulaire en inhibant la
traduction de 'ARNm de ERK4, ce qui
prévient I'activation de MK5 [44]. Enfin, il a
récemment été proposé que ERKS3, suite a
son activation par les PAKs, interagit avec
et phosphoryle le coactivateur
transcriptionnel SRC-3 [45]. La
phosphorylation de la Ser-857 permet
linteraction de SRC-3 avec le facteur de
transcription PEA3, entrainant une
augmentation des niveaux de MMPs (matrix
metalloproteinases). Ces résultats
suggérent un rbéle de ERK3 dans la
promotion de l'activité invasive des cellules
pulmonaires cancéreuses. Des travaux
supplémentaires sont toutefois requis afin
de définir la contribution précise de MK5

dans ces réponses cellulaires.
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Conclusion

L'adaptation  d'une cellule a son
environnement est conditionnée par les
voies de signalisation utilisables par cette
cellule pour intégrer les différents signaux
environnementaux et les traduire en
réponse physiologique appropriée. La
caractérisation de ces voies de signalisation
est nécessaire pour bien comprendre le
fonctionnement  cellulaire normal et
pathologique. Nous décrivons ici la
convergence de plusieurs acteurs en une
nouvelle voie de signalisation recrutant les
PAKs de groupe |, les MAP kinases
atypiques ERK3 et ERK4 et la MAPKAP
kinase MK5. Des travaux récents suggérent

que cette cascade de protéines kinases est

NUMERO MSA/GRANDS AUTEURS

impliquée dans la régulation de nombreuses
réponses physiologiques et pathologiques,
incluant la différenciation neuronale et la

progression tumorale.
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