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De nouveaux seconds
messagers
de [‘action hormonale

De découverte récente, les produits de dégradation du
phosphatidyl-inositol se révelent étre les seconds messagers
de nombreuses hormones et probablement, de facteurs de
croissance. Ils jouent vraisemblablement un réle pivot dans la
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régulation de la prolifération cellulaire.

’évolution des organismes

pluricellulaires repose sur

la capacité des cellules a

communiquer entre elles.

Les communications d’une
extréme complexité chez les orga-
nismes supérieurs sont nécessaires
au controle du développement des
cellules, de leur organisation en tis-
sus ou organes, de leur croissance et
de leur multiplication, nécessaires
aussi a la coordination de leurs acti-
vités. Dans I'un des systémes de
communication, un premier signal
appelé premier messager (hormone,
facteur de croissance...) est secrété
et circule dans le milieu extracellu-
laire. Le premier messager est
«capté » a la surface des cellules
par des récepteurs qui lui sont spé-
cifiques. L’occupation des récep-
teurs déclenche des événements
complexes, a la fois dans la mem-
brane plasmique et a 'intérieur de
la cellule. Le premier signal est
simultanément amplifié et traduit
en un second signal « porté » par un
second messager intracellulaire,
c’est la transduction du signal
hormonal. La découverte de
I’accroissement de la synthése et
de la concentration d’adénosine

monophosphate cyclique (AMPc)
dans une cellule stimulée par une
hormone est a I’origine du concept
de second et premier messagers.
Depuis lors, les ions calcium Ca?*
et plus récemment encore, le sn-
1,2-diacylglycerol et I’inositol-
1,4,5-trisphosphate, tous deux pro-
duits de dégradation du phospha-
tidylinositol-4,5-bisphosphate, ont
été identifiés comme des seconds
messagers. La compréhension des
mécanismes qui conduisent de la
réception du premier messager a la
réponse biologique de la cellule est
fondamentale, d’autant qu’il semble
que des déréglements dans la trans-
duction par la cellule des signaux
hormonaux soient a lorigine de
nombreuses maladies ainsi que de la
transformation cellulaire qui peut
conduire au cancer.

Meétabolisme
des phosphoinositides

Les principales étapes du cycle de
I'inositol et des phosphoinositides
sont connues et ont fait 'objet de
publications récentes [1, 2]. Ce
cycle peut étre résumé comme suit :

'inositol intracellulaire provient du s—
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diacylglycerol

inositol-1-phosph:

Figure 1. Structure possible du phosphatidylinositol.

Ri et R2 sont des acides gras.

plasma ou de la déphosphorylation
de Dlinositol-1-phosphate par une
phosphatase. Le phosphatidylinosi-
tol (PI) (figure 1) est formé a
partir de P’inositol par réaction de
ce dernier avec le cyrtidine diphos-
phate diacylglycerol (CDP-DG). Le
PI formé est alors phosphorylé par
une (ou plusieurs) kinase(s) en
phosphatidylinositol-4-phosphate
(PIP), puis en phosphatidylino-
sitol-4,5-bisphosphate (PIP2). Ces
deux dérivés phosphorylés du phos-
phatidylinositol peuvent étre hydro-
lysés par des phosphodiestérases
spécifiques, en sn-1,2-diacylgly-
cerol (DG) d’une part, et ino-
sitol-1,4-bisphosphate  (IP2), ou
inositol-1,4,5-trisphosphate ~ (IP3)
d’autre part (figure 2).

L’IP3 et le DG sont considérés
comme les deux seconds messagers
produits par la dégradation de PIP2
par une phosphodiestérase stimulée
lors de Poccupation de récepteurs
membranaires. Comme pour tout
second messager, 1’élévation de la
concentration de DG et d’IP3 doit
étre transitoire afin de permettre un

retour rapide de la cellule a « I’état
de repos ». Ces conditions sont
réalisées grace a une kinase tres
active qui transforme le DG en
acide phosphatidique, et a des phos-
phatases qui transforment IP3 en
IP2, puis en IP (inositol-1-phos-
phate) et enfin en inositol. La phos-
phatase qui transforme IP en inosi-
tol est fortement inhibée par les ions
lithium (Li™*). Cette propriété pour-
rait expliquer les effets du lithium
sur certaines fonctions, en particu-
lier au niveau du cerveau. Ceci est
d’autant plus vrai que les membra-
nes plasmiques des cellules du
systéme nerveux sont impermeéables
a linositol plasmatique. Ainsi, dans
ces cellules, les ions lithium blo-
queront complétement le cycle de
I'inosito]l et des phosphoinositides.
Les enzymes responsables des diffé-
rentes etapes de ce cycle ont des
fonctions bien définies, mais on
connait mal leurs caractéristiques
biochimiques et physicochimiques.
En plus de son role de second mes-
sager, le sn-1,2-diacylglycerol est
une source d’acide arachidonique,
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précurseur de métabolites tels que
les prostaglandines, les leucotriénes,
les tromboxanes et prostacyclines...

Récepteurs et forma-
tion de IP3 et DG

La premiére observation sur le
controle hormonal du métabolisme
des phosphoinositides date de plus
de 30 années. C’est en effet en 1953
que Hokin et Hokin [3] montrent
que la stimulation du pancréas par
’acetylcholine accroit l’incorpora-
tion de 3?P dans les phospholipides.
Il apparut par la suite qu’une
grande variété d’agonistes stimulait
le métabolisme des phospholipides
membranaires et plus spécifique-
ment celui du phosphatidylinositol
et de ses dérivés. Cependant, la pre-
miére indication qu’une hydrolyse
des phosphoinositides pouvait étre
induite en réponse a ’occupation de
récepteurs par des agonistes fit

|
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obtenue par Durell [4]). Quelques
années plus tard on montrait que
’acétylcholine réduisait le niveau de

marquage des phosphatidylino-
sitol-4 et -4,5-phosphates par
32p [5]. Cette diminution du
marquage des  phospholipides

membranaires coincidait avec une
augmentation de la concentration
dans le cytosol d’IP3 hydrosoluble.
Dés 1975, Michell émettait I’hy-
pothése que la stimulation du méta-
bolisme des inositides devait consti-
tuer une étape importante dans le
mode d’action des agonistes mobili-
sateurs de calcium [6]. La liste des
agonistes modifiant a la fois le méta-
bolisme des phospholipides et la
concentration du calcium intracellu-
laire s’allongeant, I’hypothése de
Michell semblait se confirmer.
Cependant, deux problémes subsis-
taient : d’une part, un chainon
manquait entre phosphoinositides et
calcium; d’autre part, la modifica-

Figure 2. Biosynthése et mécanisme
d’action du sn-1,2-diacylglycérol et
de linositol-1,4,5-trisphosphate.
Lorsqu’un agoniste hormonal (A), se lie
a son récepteur (R), il y a stimulation
de la phosphodiestérase (PDE ) qui hydro-
lyse e phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate en diacylglycérol (DG) et
en inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3).
Une GTP-protéine (prot-G) intervient
probablement dans le couplage entre R et
PDE. En présence de DG, la protéine
kinase C inactive ( pk-Ci) et cytosoluble,
se lie aux membranes, est activée (pk-
Ca) et phosphoryle protéines et enzymes,
domt lactivité se trouve modifiée et
conduit a leffet physiologique final. IP3
se lie — a un récepteur? — au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) et stimule
Lefflux decalcium. Certains produits d’on-
cogénes (désignés enm rouge) peuvent
avoir la méme activité que des enzymes
responsables de certaines étapes et présen-
tés dans un méme cadre.
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tion du métabolisme des phos-
phoinositides pouvait n’étre que la
conséquence de ’augmentation de
la concentration de calcium intracel-
lulaire due a ’ouverture de canaux
a la suite de la liaison des agonistes
a leur récepteur.

Aussi, observation que la forma-
tion de I'IP3 dans des hépatocytes
stimulés par la vasopressine etait
indépendante de la concentration de
calcium extracellulaire ft-elle dé-
terminante. A ceci devait s’ajouter la
démonstration que dans les glandes
salivaires de Calliphora (insecte) sti-
mulées par la sérotonine, la forma-
tion d’IP3 précédait la formation
d’autres phosphoinositides (IP, IP2)
et précédait la mobilisation du cal-
cium intracellulaire [7]. Les mémes
observations devaient étre faites sur
le foie et sur des cellules GH3. Ainsi
se confirmait I'idée que I'IP3 était le
chainon manquant, le second messa-
ger responsable de la mobilisation
du calcium intracellulaire.

Ces diverses observations mon-
traient que la stimulation de la
phosphatidylinositol-4,5-bis-phos-
phate phosphodiestérase, enzyme
responsable de la dégradation du
PIP2 en IP3 et DG, était I’événe-
ment fondamental de la transduc-
tion. Restait a préciser le méca-
nisme du couplage entre récepteurs
et phosphodiestérase.

Le couplage entre récepteurs hor-
monaux et adénylate cyclase est le
mieux connu. Schématiquement,
lorsque I’hormone se lie a son
récepteur, celui-ci interagit, proba-
blement a la suite de changements
de conformation, avec la sous-unité
régulatrice de D’adénylate cyclase
(Gs). Gs fait partie d’une famille de
protéines appelées protéines-G qui
lient le GTP, possédent une activité
GTPasique et interviennent dans la
régulation de nombreux phénomeé-
nes biologiques, parmi lesquels on
peut citer I’activation dans la rétine,
de la phosphodiestérase spécifique
de la guanosine monophosphate
cyclique (GMPc). Gs est formée de
sous-unités, o, B et probablement v,
et 'interaction du récepteur avec Gs
conduit, en présence de GTP, a la
dissociation de Gs en Gsa-GTP
plus GsB. Gsa-GTP interagit alors
avec la sous-unité catalytique de
I’adénylate cyclase et I'active. L’hy-
drolyse du GTP lié a Gsa conduit a

un retour du systéme a Dlétat de
repos. Ceci explique pourquoi I’uti-
lisation d’analogues non hydrolysa-
bles du GTP entraine une activation
permanente de I’adénylate cyclase.
Les premieres indications concer-
nant I’intervention d’une
protéine-G dans la transduction de
signaux, conduisant a la mobilisa-
tion du calcium, sont venues de
I'observation de la réduction par le
GTP, des affinités de la noradréna-
line pour les récepteurs alpha-1 et
du carbachol pour les récepteurs de
type muscarinique. Plus convain-
cants encore furent les résultats
montrant que l’addition de GTP
(ou de ses analogues non hydrolysa-
bles, le GTP-yS ou le GppNHp)
conduisait, dans des plaquettes
perméabilisées, a un accroissement
de la sensibilité au calcium des pro-
cessus de sécrétion [10]. Les mémes
effets stimulateurs du GTP ou de
ses analogues ont été observés dans
d’autres systémes cellulaires, en
particulier dans les mastocytes ou ils
stimulent I’exocytose et la sécrétion
d’histamine. Plus récemment, ces
résultats ont été précisés [11] et
Iintervention d’une protéine-G

dans la transduction du signal
conduisant a ’activation de la phos-
phodiestérase  parait donc se
confirmer.

Ainsi, certains des mécanismes de la
régulation de la phosphodiestérase
du phosphatidylinositol-4,5-bis-
phosphate semblent se préciser.
Cependant la caractérisation, en
termes moléculaires, des protéines
qui jouent un role régulateur dans la
voie des phosphoinositides — kina-
ses, phosphatases, phosphodies-
térases... — débute a peine.
L’hydrolyse de PIP2 par une phos-
phodiesterase spécifique conduit a
la libération de deux composés, le
sn-1,2-diacylglycérol et
'inositol-1,4,5-trisphosphate. Il est
donc important de distinguer la part
respective de chacun de ces compo-
sés dans le déclenchement de la
réponse biologique finale.

| rote de 11P3

Il semble actuellement que I'inosi-
tol-1,4,5-trisphosphate soit respon-
sable de la mobilisation et de la
redistribution du calcium a partir
de certains compartiments intracel-
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lulaires ou il est séquestré. Les pre-
miéres suggestions de ce role vien-
nent des études rapportées plus
haut. Plus récemment, des expé-
riences réalisées sur des cellules
permeéabilisées de pancréas [12], de
foie ou de muscle lisse, indiquent
sans ambiguité que le calcium est
relaché aprés addition d’IP3. Les
réservoirs de calcium intracellulaire
concernés n’ont pas toujours été
clairement identifiés. Les résultats
obtenus vont cependant dans le sens
d’une action de I’IP3 sur le réticu-
lum endoplasmique. En effet, 'inhi-
bition des fonctions mitochon-
driales, par suppression de substrats
meétaboliques ou par 'addition d’in-
hibiteurs, n’a aucun effet sur la sen-
sibilité a 'IP3 de la libération des
ions calcium. Cette conclusion est
confortée par des expériences réali-
sées sur des vésicules membranaires
isolées d’insulinomes de cellules
hépatiques ou cardiaques, ou enfin
de plaquettes humaines. L’IP3 pro-
voque la libération de calcium par
ces vésicules membranaires dont la
caractérisation, par des marqueurs
enzymatiques, montre qu’il s’agit de
microsomes formés a partir du réti-
culum endoplasmique lisse. Des
expériences trés récentes montrent
que la microinjection d’IP3 dans des
ovocytes intactes, non perméabili-
sés, provoque la libération de cal-
cium dans le cytoplasme et conduit
a lactivation parthénogénétique des
ovocytes [13, 14]. Le fait que ces
réactions ne solent pas observées
lorsque les ovocytes ne possédent
pas de reticulum endoplasmique
cortical différencié, confirme que ce
systéme est la cible de I'IP3 [14].

Comment le calcium est-1l relaché
par le réticulum endoplasmique?
On suppose actuellement que des
récepteurs spécifiques existent au
niveau du réticulum endoplasmi-
que. La liaison de I’IP3 a ces récep-
teurs semble favoriser l’efflux de
calcium plutét qu’inhiber son pom-
page. En effet, lorsque le pompage
du calcium par les ATPases du réti-
culum est complétement inhibé par
I'addition d’ions vanadate, ou par
élimination de ’ATP, on observe
un efflux modéré des ions calcium.
Cet efflux est en tout état de cause
trés inférieur a celui qu’on observe
aprés addition d’IP3. Les drogues
anticalciques qui bloquent le pas-
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sage des ions calcium au travers des
canaux calciques sont sans effet sur
la libération de calcium induite par
I’IP3. Deux autres phosphoinositi-
des, bien que moins efficaces que
I’IP3, peuvent également provoquer
la libération d’ions calcium. Il s’agit
de Pinositol-2,4,5-trisphosphate et
de Iinositol-4,5-bisphosphate. 1l
semble que la présence d’une paire
de phosphates vicinaux en posi-
tion 4 et 5 soit indispensable a I’ef-
fet biologique, le phosphate en
position 1 étant responsable de ’af-
finité¢ élevée de I'IP3 pour son
« récepteur »,

Réle du DG ou
sn-1,2-diacylglycerol

Le sn-1,2-diacylglycerol est le se-
cond produit forme lors de I’hydro-
lyse du phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate. Toutefois ce composé
peut aussi étre produit par ’hydro-
lyse de n’importe quel phospholi-
pide par une phosphodiestérase.

Par son mode d’action, le DG rap-
pelle PAMPc. En effet, 'un des
effets bien décrits du DG est l’acti-
vation d’une protéine kinase, la pro-
téine kinase C, en présence des ions
calcium et de phospholipides. Les
études concernant la protéine kinase
C d’une part, et le métabolisme des
phosphoinositides d’autre part, se
sont développées relativement indé-
pendamment jusqu’a une date tres
récente. Les piéces du puzzle sont
venues s’ajuster pour renforcer
encore l'importance de cette nou-
velle voie de régulation.

La protéine kinase C a fait 'objet de
nombreuses revues [15, 16]. Elle fut
découverte par le professeur Nishi-
zuka et son équipe. En résumé,
cette kinase est monomeérique, elle a
un poids moléculaire apparent d’en-
viron 80000, estimé aussi bien par
électrophorése en présence de déter-
gent que par filtration sur gel. Cette
kinase est activée in vitro par des
phospholipides et plus spécifi-
quement par la phosphatidylsérine.
L’activation nécessite, d’autre part,
la présence de concentrations micro-
molaires d’ions calcium. Il semble
qu’in vivo, dans une cellule non sti-
mulée, la protéine kinase C soit pré-
sente dans le cytosol sous forme
soluble. Lorsque la cellule est sti-
mulée et que du DG est formé, il y

a probablement translocation vers
les membranes et activation de la
kinase. L’intérét pour la protéine
kinase C se trouva relancé voici
quelques années par la découverte
quun phorbol ester, le TPA

(12-O-tetradecanoyl-phor-bol-13-ace-

tate) était capable de se substituer
au DG pour activer la kinase [17].
Le TPA est un promoteur de
tumeurs, il facilite la transformation
cellulaire et P’action des carcinoge-
nes. De nombreux autres esters de
phorbol ont été testés pour leur
capacité a activer la protéine kinase
C et — fait troublant — leur capa-
cité a activer la protéine kinase C est
trés bien corrélée avec leur pouvoir
promoteur de tumeurs. On peut
aussi ajouter que la protéine kinase
C est le seul récepteur protéique
connu du TPA. On peut ici se poser
la question suivante : pourquoi, si
les actions du DG et du TPA sont
finalement les mémes, le DG n’est-
il pas promoteur de tumeurs? La
réponse comporte deux raisons
essentielles : d’abord contrairement
au TPA qui n’est pas métabolisé, le
DG est trés rapidement transformé
en acide phosphatidique, ensuite
Iaffinité du TPA pour la protéine
kinase C est trés supérieure a celle
du DG.

La protéine kinase C est activée par
les 10ns calcium sans faire intervenir
la calmoduline. C’est, a notre
connaissance, la seule kinase présen-
tant ces caractéristiques. Cepen-
dant, la protéine kinase C est inhi-
bée par des composés comme la
fluphénazine et les naphtalénes sul-
fonamides qui sont également des
inhibiteurs de I’action de la calmo-
duline. Ceci a amené certains
auteurs a postuler ’existence dans la
protéine kinase C d’'un domaine
1dentique a la calmoduline.

La protéine kinase C est présente
dans pratiquement tous les tissus
qui ont éte testés a ce jour. Sa
concentration dans certains tissus
comme le cerveau ou les plaquettes
sanguines est treés élevée. Malgreé les
données accumulées sur cette
kinase, sa fonction exacte reste dans
la plupart des cas un mystere. On ne
dispose actuellement que de trés
peu d’exemples de phénoménes
biologiques sur lesquels la protéine
kinase C ait un effet parfaitement

démontré. La plupart des effets rap-
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portés comme étant la conséquence
de P'activation de la protéine kinase
ont été obtenus en traitant des cellu-
les ou des tissus par le TPA, et en
supposant donc que ’activation de
la kinase est une étape obligatoire de
Paction du TPA.

Le mécanisme d’action de la pro-
téine kinase C a été bien étudié dans
les cellules de carcinome humain
A431. La membrane plasmique de
ces cellules est riche en récepteurs
pour un facteur de croissance,
VEGF (Epidermal Growth Factor).
La multiplication et la croissance
des cellules A431 sont stimulées par
P’addition d’EGF au milieu de cul-
ture. Si du TPA est également
ajouté, il annule leffet de ’EGF.
De nombreuses expériences ont
montré que leffet du TPA pouvait
s’expliquer selon le schéma sui-
vant : le TPA active la protéine
kinase C qui phosphoryle alors le
récepteur de ’EGF, cette phospho-
rylation conduit a une perte d’affi-
nité du récepteur pour PEGF qui
devient ainsi inefficace [18]. A ce
premier effet s’en ajoute un second :
un des phénomeénes biologiques
induits par l'addition d’EGF aux
cellules A431 est une élévation du
pH intracellulaire, probablement via
une modification des propriétés de
Péchangeur Na*/H* de la mem-
brane plasmique [19]. Cette éléva-
tion de pH serait elle-méme respon-
sable de divers événements et en
particulier d’une reprise de la syn-
thése d’ADN. Le traitement par
TPA des cellules A431 induirait un
bloquage au niveau de I’échangeur,
di a la phosphorylation — non
encore démontrée — de I’échangeur
par la kinase qui conduirait a un
changement de ses propriétés. Des
modifications du pH intracellulaire
a la suite de traitement par le TPA
ont été observées sur d’autres syste-
mes. L’ensemble de ces observa-
tions présente une grande cohérence
dans la mesure ou lorsque le TPA
induit une diminution de pH, il
induit également une inhibition du
trophisme et de la multiplication
cellulaire (et vice versa). Les expé-
riences primitivement réalisées avec
le TPA ont été répétées avec des
dérivés perméants du DG et des
résultats identiques ont été obtenus.
Il semble donc bien que le TPA

———fgisse exactement comme le DG, en

activant la protéine kinase C.
Des exposés trés complets concer-
nant les oncogénes ont été faits dans
le numéro inaugural de cette revue,
rappelant I'importance des oncoge-
nes en biologie. Il semble que divers
produits d’oncogénes puissent agir
a des niveaux différents dans la
régulation du métabolisme des
phosphoinositides. Les produits,
ppbo’ "¢ et p68' ", des oncoge-
nes sr¢ du virus du sarcome de Rous
et ros du virus du sarcome aviaire
UR2 ont été primitivement décrits
comme des kinases phosphorylant
des polypeptides sur des résidus
tyrosyl. Deux groupes de recherche
indépendants ont montré que ces
deux tyrosine kinases possédaient
des activités phosphatidylinositol
kinase et phosphatidylinositol-4-
phosphate kinase [20, 21].
Phosphoinositides et
oncogénes
Un autre polypeptide, p21™, pro-
duit de l’oncogene ras, de poids
moléculaire 21000, pourrait égale-
ment étre impliqué dans la régula-
tion de la voie des phosphoinositi-
des. En effet, p21™° lie le GTP et
peut Phydrolyser [22, 23], pro-
priété que possede également Gs du
systéme adénylate cyclase. Il a été
récemment montré que p21° avait
un-effet sur I’activite de I’adénylate
cyclase [24]. La similitude exposée
plus haut entre la régulation de la
synthése de ’AMPc et celle du
phosphatidylinositol - 4,5 - bisphos-
phate, rend vraisemblable I’hypo-
these selon laquelle p21™° pourrait
intervenir dans le métabolisme des
phosphoinositides.
Le métabolisme des phosphoinositi-
des joue donc un role primordial
dans la régulation de nombreuses
fonetions cellulaires. Le déregle-
ment de ce meétabolisme pourrait
étre a 'origine de l’action de cer-
tains produits d’oncogenes. L’IP3 et
le DG sont les seconds messagers,
éléments essentiels de la transduc-
tion du message hormonal par cette
voie métabolique. Deux publica-
tions récentes [25, 26] montrent que
le DG et I'IP3 pourraient agir direc-
tement sur des éléments du cytos-
quelette. Ainsi le champ d’action de
ces deux seconds messagers de ’ac-
tion hormonale s’élargit encore... B

Summary

The metabolism of phosphoino-
sitides was recently shown to
generate intracellular messen-
gers as part of the hormonal
signal transduction process.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phate is hydrolysed into sn-1,2-
diacylglycerol and inositol-
1,4,5-trisphosphate. These two
second messengers are involved
in many cellular processes inclu-
ding cell growth and division,
secretion, phototransduction.

Ch. Le Pecuch, U 249 de I'Inserm ¢t 1.P 8402 du
Chnrs. BP 5051, 34033 Montpellicr.
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