Transduction du signdl :

De la membrane au noyau

Les différentes voies de transduction

Molécules liposolubles arécepteur membranaire

= prostaglandines et leukotri énes

Peptides et protéines = récepteurs membranaires
Molécules lipophiles : dérivés du cholestérol (hormones
stéroidiennes), de la vitamine A (acide rétincique),
vitamine D, hormone thyroidienne » récepteurs

nucl éaires

Molécules dérivées de I oxygene et NO

« Les récepteurs membranaires
—Récepteurs tyrosine kinaselinked : lavoie JAK/STAT
— Récepteurs a activité kinase
« Tyrosinekinase
* Sérine/thréoninekinase
— Classe des récepteurs & 7 domaines transmembranaires
— Récepteurs sans activité associée : cas du TNF
* Les récepteurs nucléaires

Récepteurstyrosine kinase-inked

Tyrosine phosphorytation of

Receptor
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Quelsrodlesdans!’inflammation?

» Voieactivée par IL, interférons ethématopoiétines
¢ IFNg pro-inflammatoire active STAT3.

¢ |L-10 antrinflammeatoire active STAT3 ® r0le?

— Dansles macrophages, STAT3 anti -inflammatoirevialL-
10. Par contre, STAT3 augmente laproduction d’ I L pro-
inflammatoires par les cellulesépithdiales, les fibroblastes
etlescellulesT activ ées.

SOCs, JAK, STAT cibles thérapeutiques?




Lesrécepteurstyrosine kinase

* Au moins 14 sous familles
¢ Clasel : EGF

e Clasell : Insuline, IGF-1
e Claselll : PDGF

e Clas IV : FGF

¢ ClaseV : VEGF

¢ Clase VI : HGF

¢ Classe VI : neurotrophines
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L esrécepteurstyrosine kinase
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L esrécepteurstyrosine kinase
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MAPK signaling cascades
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L esrécepteurstyrosine kinase

Growth Factor Receptor
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Gell Gycle Machinery

Lesrécepteurs Ser/Thr Kinase

* FamilleTGFb :
- TGHb1,2et3
— Activines
- BMP
¢ TGFb immuno-suppresseur et anti-inflammatoire
— Souris KO # pb inflammatoires au niveau des voies
aerodigestives en particulier
— Peu d' activité TGP chez les patients atteints d’inflammation

\ Transcription chronique del’intestin
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L esrécepteursa 7 domaines transmembranaires:

GPCR

* Classe A : récepteur de lalumiére (rhodopsine),
adrénaline, sous-groupe olfactif

¢ Classe B : famille des hormones peptidiques
gastrointestinales et GHRH, CRH, calcitonine et
hormone parathyroidienne

* Classe C : métabotropic du glutamate, GABA

Prostaglandines
Membrane phospholipids

Phospholipase

COOH
4 Arachidgnic acid (AA) -

5-Lipoxygenase Cyclooxygenase

Leukolrienes (LT) PGHz

Prostaglandins {PG) Thromboxanes (Tx)




Chemokines

G-Protein-Coupled Receptors

BlmE e

G-Protein-Coupled Receptors

activated fy complex

o activated enzyne

Différentes protéines G/différentes voies

* Gas: augmentation AMPc

* Gai, 1, 2, 3: diminution AMPc

* Gagq, Gall, Gal4, 15, 16 : augmentation PLC
* Gal2, Gal3: protéines Rho

* Gbg: Kinases (GRK, MAP kinase)

cAMP-Mediated Signaling

Phospholipase C Pathway and Calcium
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Désensibilisation

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Activation delavoie ERK par b/g
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Transduction du signd de lafamille
TNF

Trois types de récepteurs :

Fas TNFR1, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 et DR6 :
motifs DD (death domain)

TNFR2, CD40, CD30, CD27, RANK : motifs TIM
(TRAFFinteracting motif)

TRAIL-R3, TRAIL-R4 : pas de motif ®compétition?

Les protéines TRAF

6 TRAF (1-6) qui interagissent avec récepteurs
TNF et les récepteurs IL-1/Toll-like

Pas d' activité enzymatique propre

Induction des cascades de kinases (JNK, p38,
ERK, NF-kB)

Hétéro ou homodimeres (1/2, 3/5, 3/6, 2/6)
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Récepteurs Tall-like

Les récepteurs nucléaires

TAF I TAF2
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Classel

GR Glucocorticoides
MR Minéralocorticoides.
" Progestérone
AR Androgenes
ER Oestrogenes
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cortisol
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Formation des dimeéres

* Nécessaire pour liaison al’ ADN
— Chague sous unité interagit avec un demi-site —
; P . —-5-GGGRNNYYCC-3'~
- kB-sites sont symétriques: 5~ — 3-COCYNNRRGG-5 —
GGGRNNYYCGC-3’

» Différents hétérodiméres
— Exception: RelB interagit uniquement avec

(a)  Mammalian NF-18 gene family

p50/p52
— Formelaplus répandue : p50/p65 (NF S~ N\ A
kB1/RelA) =

1- Interaction GR monomérique/NFk B : importance du DBD
du GR et du domaine RHD de p65

D. Tetheril

ny E. Tethering H. Sequestration
(masking ﬁ\ domains)

(steric hindrance BTM)

/g' RNA | =,

“NFB O pol 4=

(TF: AP1,NF-B, pS3. .
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2- Augmentation de |’ expression de IkB-a =mmp Séquestration de NF kB
cytoplasmique, inactif
Mécanisme?
plkB-a Lucinductible par GC mais pas de site classique GRE. Présence de
demi -sites
pourquoi pas de répression par GC puisquelkB-a est inductible par NF-kB

G. kB« Mechanism S G
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IkBu-promoter Pm-erlammalcry
gene promoter

3- Compétition pour co-activateurs communs : p300, CBP, SRC-1

I. Competition or cofactor
e e

squelching

« Interaction CBP/p65 N’ est pas modifiée si surexpression de GR

« Mutants du GR pour transactivation/transrepression n’ est pas en
faveur de cette hypothése

4- Interférence dans les voies de phosphorylation

L. Phosghorylation Mechanism

« Augmentation de I’ expression de MPK-1?

5- Interaction directe de GILZ (GC induced leucine
zZipper) avec AP-1 et NF-kB .

N. Assaciation GILZ

6- Recrutement de HDAC2 par GR sur le complexe
pe5/CBP HAT
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Méthodes d’ études de la transduction du signal

* Surexpression d'une protéine

* Invivo: transgenese

« Incellulo : transfection transitoire ou stable
« Extinction d'une protéine

< Invivo: knock out

«Incelulo:

» Stratégie antisens : ADN, SiRNA

» Modulation d’ une voie de transduction

« Anticorps bloquants, récepteurs solubles

« Inhibiteurs

* Mutants

Cibles:
Un gene endogéne
* Etude de |’ expression de I’ ARNm

—Northern Blot M éthodes quantitatives, longues et délicates
—Rnase protection

—RT-PCR
* Etude de I’ expression de la protéine : western blot

Cibles:
Un génerapporteur

* Clonage en amont d’un géne rapporteur
(luciférase, peroxydase...) des séquences 5'
régulatrices d’un gene ou d'une élément de
réponse

 Transfection

* Mesure de |’ activité

Etude desinteractions protéines/protéines

e Invitro: EMSA

"

* Au niveau d'un promoteur in cellulo: ChIP

H. Sequestration

D. Tetherin
(masking ‘g\ domains) (TF:AP1,NF-xB, p53, ..) _
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CROSS.LINK PROTEINS TO
DINA WITH FORMALDE HYDE

1u>z ceus
lsaz.\x DNA INTO SMALL

(- 300 NUCLEOTIDE)
FRAGMENTS

IPITATE DNA USING
ANTIBODIES AGAINST GENE
REGULATORY PROTEIN A

REVERSE FORMALDEHYDE
CROSSLINKS;
REMOVE PROTEIN

AMPLIFY THE PRECIPITATED
DA BY PCR
DNA REPRESENTING POSITIONS
THE GENOME THAT WER

OCCUPIED BY GENE REGULATORY.
PROTEIN A IN THE ORIGINAL CELLS.




