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Le transfert des signaux
mitogéniques :
une affaire de particules

Les récepteurs de facteur de croissance possédant une
activité intrinséque de tyrosine kinase s’associent au
niveau de leur domaine cytoplasmique a d’autres pro-
téines participant au transfert des signaux mitogéniques.
La constitution de ces « particules » chargées de rece-
voir, de traiter et de transmettre la stimulation mito-
génique dépend de I’occupation du récepteur par son
ligand et de 1’autophosphorylation qui en résulte. La
nature des complexes polyprotéiques est différente selon
les récepteurs et, peut-étre, pour un méme récepteur,
selon les cellules. Cela permet de mieux expliquer la spé-
cificité fonctionnelle de ces récepteurs et la modulation

de leur activité selon les tissus.

e déclenchement de la divi-
sion cellulaire met en jeu
des protéine kinases spéci-
fiques des sérines et des
thréonines, mais, aussi cer-
taines protéine kinases spécifiques des
tyrosines (oncogeénes de la famille src,
récepteurs membranaires pour
I’EGF, le PDGF, le FGF, I’insuline,
le CSF, PIIGF1, etc. (pour une
revue, consulter m/s, suppl. au n° 7,
vol. 3, p. 23).
Au cours du mois de mars 1990 s’est
tenu au, Salk Institute (San Diego,
USA), un congres célébrant dix ans
de recherche sur les protéine kinases
spécifiques des résidus tyrosine. Dix
années d’efforts qui ont permis de
mettre en lumiére le role crucial joué

par les récepteurs membranaires des

facteurs de croissance et les tyrosine
protéine kinases intracellulaires, mais
également dix années de frustration
pour ce qui est de I'identification des
substrats cellulaires de ces tyrosine
protéine kinases.

Cependant, une étape importante a
été récemment réalisée dans 1’éluci-
dation du mécanisme de transduction
du signal mitogénique. Plusieurs pro-
téines cibles, substrats du récepteur

du PDGF et possédant des activités
enzymatiques ont été identifiées : une
isoforme (y) de la phospholi-
pase C [1, 2], la sérine kinase c-
Raf [3], l]a MAP sérine kinase [4-7],
la phosphatidyl inositol 3-kinase [8,
9] et la protéine GAP [10, 11] qui
regle Dactivitt GTPase du proto-
oncogeéne Ras.

L’enjeu actuel est dés lors de déter-
miner quelle est I’importance de ces
phosphorylations pour ce qui est de
la réponse cellulaire. Ce probleme
complexe a été récemment abordé en
étudiant les mécanismes biochimiques
par lesquels les récepteurs pour les
facteurs de croissance déclenchent
’activation de sérine kinases et la sti-
mulation du métabolisme des
polyphospho-inositides.

Les récepteurs
des facteurs de croissance
participent a la formation
de complexes

Des résultats récents provenant de
plusieurs laboratoires indiquent que
les récepteurs tyrosine kinases s’asso-
cient et sont copurifiés avec certaines
de leurs cibles primaires. Il est, en
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effet, possible de détecter une série de
protéines peu abondantes qui sont co-
immunoprécipitées avec les récepteurs
stimulés par leur ligand, mais ces
mémes protéines sont absentes dans
les immunoprécipités de récepteurs
non stimulés. Certaines de ces protéi-
nes associées aux récepteurs du PDGF
et de PEGF ont été identifiées.

La phospholipase C-y (PLC-¥) s’asso-
cie au domaine cytoplasmique des
récepteurs du PDGF [12] et de ’EGF
[13], et il existe une corrélation entre
cette association et la capacité qu’ont
ces récepteurs a activer le cycle des
poly-phosphoinositides. L’activité
tyrosine kinase des récepteurs est
nécessaire pour déclencher cette asso-
ciation avec la PLC-y. De plus, ces
récepteurs mutés au niveau de leurs
sites d’autophosphorylation sont inca-
pables de s’associer a la PLC-y [12].
La PLC-vy, comme plusieurs protéi-
nes cytoplasmiques qui participent a
la transduction de signaux mito-
géniques, possede deux régions
homologues a celle initialement
décrite dans la partie non catalytique
de la P60<s < kinase, appelée
domaine SH2 (SRC homology region 2)
[14]. On suspecte que ce type de
séquence posséde un role régulateur
permettant des interactions protéine-

protéines. Dans le cas de la PLC-¥,
une hypothése séduisante consiste a
envisager que les domaines SH2 de
cette enzyme lui permettent d’intera-
gir avec les régions des récepteurs
porteuses de sites autophosphoryla-
bles. Des lors, ’activation du récep-
teur et I’autophosphorylation qui en
résulte représenteraient les facteurs
déclenchants pour 1’association entre
les deux molécules (figure 1).
Plusieurs groupes ont montré qu’une
activité phosphatidyl-inositol kinase
(PI kinase) se retrouvait dans des
immunoprécipités du récepteur de
IEGF [15] et du PDGF [16]. Cette
enzyme phosphoryle la position D3
du PI-4-phosphate [9]. Elle forme des
complexes avec les formes activées
des récepteurs pour le PDGF [17],
EGF [18], Ilinsuline [19], le
CSF [20]. L’activation de cette
enzyme permet la production de
phosphatidyl-inositol 3-phosphate et
de phosphatidyl-inositol 3,4-bisphos-
phate qui ne sont pas des substrats
de la phospholipase C-7.

Le r6le de cette phosphatidyl-inositol
3-kinase est encore mal connu. Tou-
tefois, il existe une étroite corrélation
entre son association au récepteur du
PDGF et I’activité mitogénique de ce
facteur de croissance [21]. De plus,

I'association de cette enzyme avec
I’antigéne moyen T du polyome [16]
et avec la p60v* [22] semble néces-
saire au pouvoir transformant de ces
oncogénes, ce qui indique que la
phosphatidyl-inositol 3-kinase joue
vraisemblablement un réle important
dans le contrdle du signal mitogéni-
que.

Le produit du protooncogene ras, qui
est une protéine de liaison du GTP,
est impliqué dans le contrdle de la
prolifération cellulaire. En effet, la
micro-injection d’anticorps monoclo-
naux anti-Ras dans des fibroblastes
bloque leur prolifération induite par
le sérum, le PDGF et 'EGF [23].
Une protéine appelée GAP, qui sti-
mule I’activité GTPase de la forme
cellulaire normale de Ras, est phos-
phorylée sur des résidus tyrosine dans
des fibroblastes stimulés par EGF ou
PDGEF (10, 11]. Des résultats récents
montrent que la protéine GAP, qui
possede également des domaines
SH2, appartient 2 la liste des protéi-
nes qui forment un complexe avec le
récepteur du PDGF. Cette associa-
tion nécessite une activité tyrosine
kinase fonctionnelle ainsi que la
phosphorylation des deux résidus
tyrosine correspondant aux sites
d’autophosphorylation du récepteur
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Figure 1. Un des mécanismes envisagés pour expliquer I’association entre des protéines cytoplasmiques et
les récepteurs activés des facteurs de croissance. La liaison du facteur de croissance sur le domaine externe du
récepteur membranaire induit un changement conformationnel du domaine cytoplasmique de la molécule qui permet
I’activation de sa fonction tyrosine kinase. L’autophosphorylation du récepteur qui en résulte permet |’association du

domaine cytoplasmique du récepteur avec certaines protéines qui possédent des séquences de type SH2 (SRC homo-

logy region 2).
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Figure 2. Un modéle de particule de transfert de signal mitogénique. Cer-
taines enzymes telles que la phosphatidyl-inositol kinase (PIK), la phosphatidyl-
inositol-4 phosphate kinase (PIPK) sont liées au domaine cytoplasmique du
récepteur formant une particule de transfert inactive. L’activation du récep-
teur par le ligand entraine son association avec plusieurs protéines cytoplas-
miques qui sont des substrats du récepteur telles que la phospholipase C-y
(PLC-y), la phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K), la protéine activatrice du Ras
(GAP) et le produit du proto-oncogéne c-Raf. Cette association avec le récep-
teur activé permet I'assemblage d’une particule de transfert active, nécessaire
au déclenchement des événements moléculaires qui conduisent a la réponse
cellulaire. (D’aprés Ullrich et Schlessinger [29].)

temporaire de la forme active de Ras
(Ras-GTP) qui participe au transfert
du signal mitogénique.

Parmi les protéines phosphorylées sur
des résidus tyrosine dans.des cellules
stimulées par PDGF, la sérine/thréo-
nine kinase Raf-1 participe a la
transduction du signal mitogénique
déclenchée par ce facteur de crois-
sance [25].

[24]. Ces résultats suggerent que la
protéine GAP doit représenter un
intégrateur commun pour les voies de
transfert de signaux mitogéniques uti-
lisées par Ras et celles mises en jeu
par les récepteurs tyrosine kinases.
Une hypothése serait que la liaison
de GAP a un récepteur membranaire
diminuerait sa capacité a activer
I’hydrolyse du GTP lié a la protéine

Ras. Les conséquences de cette asso-
ciation seraient alors une stabilisation

Des résultats récents démontrent que
la protéine kinase Raf-1 est directe
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ment phosphorylée sur des résidus
tyrosine par le récepteur du PDGF
et s’associe physiquement avec lui
pour former un complexe [3]. La-
encore, 1’autophosphorylation du
récepteur du PDGF est nécessaire a
la formation du complexe.

Cette association entre les deux pro-
téines et la phosphorylation de la pro-
téine Raf-1 sur des résidus tyrosine
stimule son activité sérine/thréonine
kinase. Il est également concevable
que cette association serve a position-
ner Raf-1 au niveau de la membrane
plasmique ou les substrats de cette
kinase peuvent se trouver localisés.

Les particules de transfert
de signaux mitogéniques

Différentes approches indiquent que
les cibles des récepteurs tyrosine
kinases sont des composants de struc-
tures supramoléculaires que ’on peut
caractériser comme des « particules
de transfert de signaux» (figure 2).
Bien que nouvelle dans le domaine
des facteurs de croissance, -cette
notion d’assemblage moléculaire a été
abondamment décrite pour d’autres
voies métaboliques. Pour ne citer
qu’un exemple, le métabolisme des
hexoses et trioses phosphates est réglé
par ’assemblage et le désassemblage
dynamique de complexes enzymati-
ques [26]. Les complexes observés
sont souvent transitoires et rendus
possibles grice a la concentration éle-
vée de ces enzymes dans le cyto-
plasme, ce qui favorise la formation
de complexes protéine-protéines. Le
role de I’assemblage de ces complexes
est, dans ce cas, de créer une « tun-
nélisation » qui permet une ségréga-
tion et un transfert efficaces des
métabolites [26].

De par leur taille volumineuse, les
domaines cytoplasmiques de récep-
teurs de facteurs de croissance offrent
une surface suffisante pour des inter-
actions multiples avec d’autres pro-
téines. De plus, la liaison du facteur
de croissance déclenche pour la plu-
part de ces récepteurs un phénomene
de dimérisation susceptible de parti-
ciper a la formation des complexes
observés [27, 28]. Cependant, le fait
que les protéines retrouvées associées
aux récepteurs des facteurs de crois-
sance soient peu abondantes laisse
supposer que l’assemblage de ces
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Figure 3. Spécificité dans I'assemblage des particules de transfert. L acti-
vation des récepteurs du PDGF et de I'EGF conduit & un assemblage différen-
tiel des complexes moléculaires qui forment la particule de transfert et 4 des
effets biologiques communs ou spécifiques de chaque facteur de crois-

sance [30].

particules met en jeu des mécanismes
biochimiques particuliers. Il est pos-
sible, par exemple, que des formes
latentes d’enzymes soient associées
aux récepteurs non stimulés. C’est le
cas pour la phosphatidyl-inositol
kinase et la phosphatidyl-inositol
4-phosphate kinase. Nous avons pu
montrer que ces enzymes sont asso-
ciées a la forme non activée du
récepteur de ’EGF. Elles sont éga-
lement retrouvées associées a divers
récepteurs mutants dépourvus d’acti-
vité tyrosine kinase. Cela signifie que
des protéines peuvent étre associées
de facon constitutive au domaine

cytoplasmique des récepteurs et for-
ment alors des « particules de trans-
fert inactives ».

Au contraire, l’activation de ces
récepteurs déclenche leur interaction
spécifique avec d’autres protéines et,
par la-méme, modifie la composition
de la particule de transfert. L’assem-
blage dynamique de la particule de
transfert active peut faire appel a
deux types de mécanismes :

(1) le facteur de croissance se lie a
son récepteur et 1’autophosphoryla-
tion qui en résulte induit un chan-
gement conformationnel de son
domaine cytoplasmique qui démas-
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que des sites permettant la fixation
de plusieurs protéines ;

(2) les charges négatives apportées
par l’autophosphorylation du récep-
teur constituent un signal de recon-
naissance. pour des motifs présents
dans la séquence de diverses protéi-
nes impliquées dans le transfert du
signal mitogénique. C’est le cas des
séquences de type SH2 discutées pré-
cédemment (figure 1).

De plus, certains de ces récepteurs
possedent la propriété de passer par
un état oligomérique en réponse a
leur ligand spécifique [27, 28], ce qui
constitue un moyen supplémentaire
de moduler ces interactions hétéro-
logues.

En conclusion, la notion nouvelle qui
se dégage est que les récepteurs des
facteurs de croissance « travaillent »
en tres étroite association avec des
protéines impliquées dans la généra-
tion de messagers secondaires, avec
des produits de proto-oncogeénes ou
des facteurs qui contrdlent 1’activité
de proto-oncogenes. Ces associations
conduisent a I’assemblage de particu-
les de transfert de signaux mitogéni-
ques dont le rdle est probablement de
localiser et de contrdler I’activité
enzymatique des protéines associées
dans le complexe. D’ores et déja, on
peut noter que la spécificité des récep-
teurs se retrouve également au niveau
de D’assemblage de la particule de
transfert, ce qui signifie que la parti-
cule formée en réponse a PDGF sera
différente de celle que déclenchera
I’activation du récepteur de ’EGF
(figure 3, p. 983). Par conséquent, les
effets biologiques communs et spéci-
fiques de chaque facteur de croissance
peuvent s’expliquer par les protéines
spécifiques qui s’associent a leurs
récepteurs activés [30]. Certaines de
ces protéines participent directement
au transfert et a la propagation du
signal mitogénique, mais il est égale-
ment vraisemblable que certaines
enzymes du complexe contrélent le
destin intracellulaire de la particule
dont I’existence a la surface membra-
naire n’est que transitoire. La pro-
duction en masse des protéines asso-
ciées aux récepteurs des facteurs de
croissance dans le syst¢eme d’expres-
sion du baculovirus [31] permet des
a présent I’étude in wvitro du role et de
la régulation de I’assemblage de ces
particules fonctionnelles l

Summary

Growth factor receptor-mediated
assembly of signal transfer
particles

Despite the best efforts of a large
number of laboratories using a
variety of experimental approa-
ches, we still do not know exactly
how growth factors mediate their
pleiotropic actions. However, a
recent meceting on tyrosine phos-
phorylation held in San Diego
California, brought a glimmer of
light into the darkness which will
certainly lead to greater insight
into signal transduction by growth
factor receptors. Among the pro-
teins identified thus far as recep-
tor tyrosine kinase targets, some of
them, which are involved in acti-
vation of diverse signaling path-
ways, like phospholipasc Cy, the
serine threoninc kinases c-Raf and
MAP II kinase, the phosphatidyl-
inositol 3-kinase, the ras activating
protein GAP, associate with the
cytoplasmic domain of the recep-
tors to form « signal transfert par-
ticles ». Data indicate that the
extent of tyrosine phosphorylation
of the tyrosine kinase receptors
correlates with their ability to asso-
ciate with some cellular proteins
which have in common homolo-
gous SH2/SH3 sequences found
initially in the non catalytic
domain of the p60 < kinase. It is
therefore suspected that these types
of sequences have a regulatory role
in the assembly of the active signal
transfer particles. Binding of
growth factors of their specific
receptors leads to the activation of
their tyrosine kinasc activity toge-
ther with a rapid oligomerisation
of the receptor molecules. Howe-
ver, this receptor activation pro-
motes the intcraction of its cyto-
plasmic domain with different cel-
lular proteins and the composition
of the resulting signal transfer par-
ticle might reflect the distinct and
common signaling pathways trig-
gered by different growth factors.
The mechanisms and functional
consequences of these dynamic
processes of assembly are discus-
sed.
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