
                                                 Chapitre 2 : Les  récepteurs membranaires et les effecteurs de la transduction

[bookmark: _GoBack]II. Les récepteurs membranaires :
II.1. Les récepteurs couplés aux protéines G(RCPG) :
II.1.1. Définition :
Les récepteurs couples aux protéines G (RCPG), famille de protéines à sept hélices transmembranaires  réunis en faisceau, constitués d’acides aminés très hydrophobes et reliés par trois boucles externes et trois boucles cytoplasmiques, avec un domaine extracellulaire (ectodomaine N-terminal) et un domaine intracellulaire (endodomaine C-terminal).constituent la plus grande famille de récepteurs membranaires chez l’Homme. 
Ils sont ubiquitaires et contrôlent les principales fonctions de l’organisme tels que l’odorat, le gout, la vision, ainsi que la réponse cellulaire aux hormones et neurotransmetteurs. Il a été démontré qu’environ mille gènes codent ces récepteurs, ce qui représente environ 2% du génome humain, à  cejour, plus de 800 RCPG ont été identifiés dans le génome humain.
 Des signaux extracellulaires de nature chimique très diversifiée, telles que des hormones, des neurotransmetteurs, des lipides, des aminoacides, la lumière, des monoamines (adrénaline, sérotonine), des acides amines (acide glutamique), des glycoprotéines, des lipides, des nucléosides ou nucléotides (adénosine, ATP, …).des ions, ciblent les récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Cela aboutit a de multiples voies de signalisation qui sont autant de cibles thérapeutiques dans divers domaines (cancer, maladies cardiovasculaires et du système nerveux, diabète, obésité, inflammation, …). 
La transmission de la majorité des signaux cellulaires à travers la membrane plasmique se fait par l’intermédiaire des RCPG. Ainsi, toute perturbation dans leur fonctionnement peut conduire a des pathologies comme l’allergie, l’hypertension artérielle, la maladie d’Alzheimer ou encore la schizophrenie . De nombreux médicaments sont agonistes ou antagonistes des RCPG qui représentent la cible d’environ 50% d’entre eux 
 Ces récepteurs ont une structure tridimensionnelle flexible, qui oscille d’une façon dynamique entre des conformations inactives et actives, stabilisées par le ligand spécifique et par le couplage aux protéines de transduction du signal
Le système RCPG concerne une séquence de transduction d'un message porté par unemolécule-signal « premier messager » à l’extérieur de la cellule, vers le milieu intracellulaire. Il comprend :
1) la liaison du ligand (molécule-signal) à son récepteur spécifique ;
2) l'activation d'une protéine G ;
3) l'activation d'un système enzymatique effecteur impliqué dans la production de « seconds
messagers ». Ces seconds messagers vont induire des effets physiologiques par l'intermédiaire
d'une modulation de l'activité de différentes protéines surtout de type kinasique, mais égalementde canaux ioniques et des GEF (Facteurs d'échange guanilique ).
Les récepteurs du système RCPG constituent la famille la plus nombreuse des récepteurs
membranaires. Les ligands de plus de 200 récepteurs couplés aux protéines G sont connus
actuellement. Mais le nombre de sous-types de ces récepteurs dépasse le millier si l'on tient
compte des récepteurs sensoriels gustatifs et surtout olfactifs qui constituent une famille à part deRCPG. Ce chiffre représente environ 1-2 % de l'ensemble des gènes du génome des mammifères.
Les RCPG présentent tous des caractéristiques structurales fondamentales communes.Ils sont tous constitués d'une seule chaîne polypeptidique possédant 7 segments
transmembranaires en hélice . L'extrémité N-terminale est localisée dans le milieu
extracellulaire. L'extrémité C-terminale est cytoplasmique.
Le rôle des RCPG est triple :
1) ils fixent spécifiquement une molécule-signal donnée ;
2) ils transmettent le signal au sein de la membrane ;
3) ils interagissent avec des protéines G permettant ainsi la sollicitation de systèmeseffecteurs.
II.1.2. Structure
Tous les RCPG possèdent une structure générale identique, malgré une faible homologie de séquence. Ils sont composés d’une région N-terminale extracellulaire qui peut faire l’objet de modifications post-traductionnelles de type N-glycosylation, de sept domaines (hélices alpha) transmembranaires (TM 1 a 7) lies par 3 boucles extracellulaires (E1, E2 et E3) et 3 boucles intracellulaires (I1, I2 et I3) Les extrémités N-terminale et C-terminale se situent respectivement du côté extracellulaire et intracellulaire, la région C-terminale intracellulaire  peut être phosphorylée sur différents résidus par la kinase A, la protéine kinase C ou les GRK (G-protein-receptor kinase), L’extrémité N-terminale constitue la région le plus variable, pouvant être constituée de 7 acide aminé comme dans le cas du récepteur A2 de l’adénosine comme de 5900 acide aminé dans le cas du VLGR (Very Large G-protein coupled Receptor). Ces variations de taille importantes dans la longueur des extrémités N-terminale et des boucles constituent un des critères permettant de caractériser les différentes familles de RCPG.
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Figure 09 :Structure générale des RCPG  (Déséchaliers, 2016)



II.1.3. Classification
De nombreux systèmes de classification des RCPG ont été proposés. Ils répartissent les récepteurs en sous-groupes ou familles en se basant sur des critères variés tels que le mode de liaison du ligand, la structure, la phylogénie ou encore la composition en aa.
La classification la plus répandue est celle établie par Kolakowski en 1994,  qui attribue une lettre à chaque famille de RCPG 
1 – La famille A : « Rhodopsin like »
2 – La famille B: « Secretin like »
3 – La famille C: « Metabotrope-glutamate/pheromone»
4 – La famille D : «fungal pheromone»
5- La famille E : « AMP cyclique»
6-La famille F : « Frizzled/smoothened»
II.1.4. Les protéines G trimériques
II.1.4.1. Structure tridimentionnelle
           Les protéines G trimeriques permettent la transduction de signaux transmembranaires. Ce sont des protéines à activité GTPase qui correspondent au principal partenaire intra-cytoplasmique des RCPG. 
          Les protéines G trimeriques interagissent avec les RCPG par l’intermédiaire de quelques résidus amino-acyls localises principalement sur les boucles intracellulaires 2 et 3, et sur la partie proximale de l’extrémité C-terminale. Le complexe que forme la protéine G est compose de trois chaines peptidiques : les sous-unités alpha (Gα), beta (Gβ) et gamma (Gγ). Les sous-unités Gβ et Gγ sont étroitement liées et fonctionnent seulement en tant que complexe (dimère βγ).
Les sous-unités Gα ont une masse moléculaire entre 39 et 52 kDa et sont constituées de deux domaines structuraux principaux, un domaine hélical et un domaine GTPasique, Pour sa part, le domaine GTPasique comprend sept hélices α formant des jonctions de type crossovers pour un feuillet β composé de 5 brins parallèles et 1 brin antiparallèle. Par ailleurs, ce repliement est conservé chez les autres membres de la famille des protéines G comme les petites protéines G monomériques et est très important pour la fonction des sous-unités Gα car il définit le site catalytique de l'hydrolyse du GTP en GDP et les interfaces d'interaction avec le complexe Gβγ, les récepteurs et les effecteurs de signalisation.
Les sous-unités Gβ et Gγ ont une masse moléculaire d'environ 36 et 8 kDa respectivement. La sous-unité Gβ a deux domaines, une hélice α à l'extrémité N-terminale et un domaine replié en β-propeller à 7 lames induit par la présence dans la séquence protéique de sept motifs répétés de type WD40. Plus petite, la sous-unité Gγ est constituée de deux hélices α formant un dimère indissociable avec Gβ, Lié au GDP, la sous-unité Gα forme un hétérotrimère avec le complexe Gβγ dont l'interface est constitué des régions N-terminal et switch I/II de la sous-unité Gα et du domaine β-propeller de la sous-unité β.
II.1.4.2. Cycle d’activation de la protéine G
Au repos, le site catalytique de la sous-unité α du trimere αβγ est occupé par unemolécule de GDP. La liaison d’un agoniste au récepteur induit l’activation des protéines Gtrimeriques concrétisée par une diminution de l’affinité de α pour le GDP et uneaugmentation d’affinité pour le GTP. Il se produit un échange entre le GDP, préalablement fixé, et le GTP cytosolique. L’occupation de α par le GTP induit la dissociation de α et βγ quipeuvent chacune interagir avec des effecteurs, enzymes et canaux ioniques, pour générerdes messagers intracellulaires. Cependant, l’activité GTPasique de α hydrolyse rapidement leGTP en GDP, et α se retrouve occupé par le GDP. Ainsi, α, perdant son affinité pourl’effecteur mais récupérant son affinité pour βγ, se réassocie avec βγ pour reformer letrimère αβγ à nouveau disponible pour un nouveau cycle d’activation.
II.1.4.3.Sous-types de protéines G
           L’existence d’un grand nombre de sous-unités (au moins vingt sous-unités α, cinq sous-unités βet treize sous-unités γ), codées par des gènes distincts, est a l’origine d’une 60 diversité importante du trimère αβγ. La classification des protéines G trimeriques reste basée sur les analogies de structure des sous-unités α, avec les familles Gs, Gi, Gq et G12.Une sous famille de protéine G peut être activée par différents RCPG. Ainsi, la protéine Gs est activée par de nombreux récepteurs tels que les récepteurs beta-adrénergiques, le FSHR, le récepteurs a la calcitonine, le récepteurs au glucagon, … Réciproquement, le même RCPG peut activer plusieurs sous-familles de protéines G. Par exemple, le R2-AD est lie classiquement a une protéine Gs, mais il peut également se lier aux protéines Gq et Gi.
II.1.4.4.Effecteurs activés par la protéine G
        L'activation des protéines G conduit à la modulation de l'activité de systèmes effecteurs amplificateurs (enzymes ou canaux) aboutissant à une modification de concentration de messagers intracellulaires (seconds messagers).
 Les différents seconds messagers produits vont induire des effets physiologiques surtout par l'intermédiaire d'une modulation de l'activité de différentes kinases, enzymes activant ou inhibant par phosphorylation une variété de protéines présentant des activités biologiques (enzymes, canaux, transporteurs, facteurs de transcription).
· Effecteurs des sous-unites αdes proteines G
Les principaux effecteurs modules par l’interaction avec les sous-unites αdesprotéines G trimeriques sont des systèmes enzymatiques, générant des médiateursintracellulaires, ainsi que canaux ioniques. Une fois dissociée du complexe αβγ, la sous-uniteGαva directement activer différentes classes d’effecteurs. Les adenylates cyclases (AC) etles phospholipases C (PLC) representent les cibles principales. L’activation de la PLC ou del’AC mene a la production de messagers secondaires correspondants, a savoir l’AMPc pourl’AC, l’IP3 et le DAG pour la PLC. Ces messagers vont alors activer de nouveaux effecteursentrainant ainsi l’amplification du signal. A titre d’exemple, la production d’IP3 et DAGconduit a la mobilisation des stocks de Ca2+ et a l’activation des PKC.
· Effecteurs des sous-unites βγdes proteines G
Le dimere Gβγest implique dans l’activation de nombreux effecteurs tels que : l’AC,
la PLC, la calmoduline, les canaux calciques, les GRK, la proteine kinase (PKD), la tubuline, lephosphatidyl-inositiol, …etc
II.1.4.5. Couplage au RCPG
Plusieurs études démontrent que le couplage de la protéine G hétérotrimérique au récepteur activé se fait principalement par la queue C-terminale de la sous-unité Gα. De plus, le couplage des protéines G de la famille Gαi est inhibé par l'ajout d'une molécule d'ADP-ribose, catalysé par la toxine de la pertussis, sur la cystéine de la queue C-terminale de la sous-unité Gα, De plus, la queue C-terminale de la sous-unité Gα est importante dans la sélectivité de couplage des protéines G.
Des études suggèrent que d'autres domaines de la sous-unité Gα proches de la membrane plasmique comme la queue N-terminale, la jonction 1, l'hélice α4, les boucles reliant l'hélice αN et le brin β1 (αN-β1), l'hélice α2 et le brin β4 (α2-β4), l'hélice α3 et le brin β5 (α3-β5), ainsi que l'hélice α4 et le brin β6 (α4-β6) sont impliqués dans le couplage ou la sélectivité du couplage au récepteur. Cependant, parmi ces régions de la sous-unité Gα, seules les queues Net C-terminales ainsi que l'hélice α4 interagissent directement avec le récepteur dans la structure cristalline du complexe Gαsβ1γ2 lié au β2AR suggérant qu'il existe plusieurs façons d'engager le complexe hétérotrimérique aux récepteurs et que ces modes de couplage pourraient être spécifiques à chaque famille de protéines G hétérotrimériques et aux récepteurs. En fait, le couplage est aussi sensible à la conformation induite sur les récepteurs puisque pour certains RCPGs qui peuvent recruter plus d'un type de complexe hétérotrimérique, les sous-unités engagées sont fonction du ligand utilisé.
Les sous-unités Gβ et Gγ ont aussi un rôle dans le couplage du complexe hétérotrimérique au récepteur. Bien que toutes les combinaisons de sous-unités Gβ et Gγ soient possibles, certains complexes Gβγ peuvent se coupler de manière préférentielle avec certains récepteurs.
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                      Figure 10 : Protéine G couplé au  récepteur RCPG (Bockaert,2012)
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                             Figure 11 : Cycle d’activation des protéines G (Flouzis,2015)
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Figure 12 : Le cycle des GTPases (Sampaio,2008).
Lecycle des GTPases est contrôlé par deux classes principales de protéines régulatrices: les GEF (Guanine-nucleotide-Exchange Factors) qui permettent la formation de la forme active liée au GTP, et les GAP (GTPase-Activating Proteins) qui permettent la formation de la forme inactive liée au GDP. Il existe une autre classe d’inhibiteurs, les GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) 
II.1.5.Régulation de l’activité des RCPG :
        L’activité des RCPG repose sur un équilibre entre les mécanismes d'activation de la cascade de réactions qu'ils déclenchent et ceux qui aboutissent à leur inactivation et gouvernent l’arrêt de la réponse, permettant ainsi une meilleure adaptation de la cellule à un environnement en perpétuel changement
II.1.5.1. Elimination du ligand
Le signal intracellulaire peut être limité par l’arrêt de la présence du ligand dans le milieu extracellulaire. Deux mécanismes conduisent à la suppression du ligand du milieu extracellulaire. Soit il est éliminé par recapture via des transporteurs spécifiques, comme c’est lecas de nombreux neurotransmetteurs (sérotonine, noradrénaline,…) au niveau des synapsescérébrales, soit il est dégradé par des enzymes protéolytiques contenues dans le milieuextracellulaire, comme cela peut être le cas des chimiokines tel que le CCL2.
II.1.5.2.Régulation par les RGS (Regulator of G protein Signalling)
Bien que les protéines G soient capables d’hydrolyser, elles-mêmes, le GTP qu’ellesportent, le processus est extrêmement lent et n’est pas représentatif de la vitesse à laquelle lesignal des RCPG est arrêté in vivo. Par exemple, le temps de demi vie de l’hydrolyse du GTPest de 15s pour la sous-unité α purifiée tandis que la désactivation des signaux visuels associés est de 0,2s.
Dans le milieu des années 1990, une famille de protéines, les RGS, a été identifiée pour
sa capacité à réguler le signal des RCPG. Les RGS ont été identifiés pour la première fois chezSaccharomyces cerevisiae pour leur rôle dans l’inhibition des protéines G. Ces protéines sontdes GAP (GTPase-Accelerating Protein). Les RGS ne possèdent pas d’activité GTPasique àproprement parler mais elles modulent le signal des RCPG en accélérant le taux d’hydrolyse duGTP par la sous unité α réduisant ainsi la durée et l’amplitude du signal des RCPG dépendantdes protéines G. La protéine G retourne alors dans son état inactif, liée au GDP. Puisqu’ellesfacilitent la réassociation de la sous unité α avec le complexe βγ, on considère que les RGSinhibent également la signalisation induite par le dimère βγ.La famille des RGS comprend plus de 30 membres, dont les tailles varient de 17 à160 kDa et qui peuvent être soit membranaires soit cytosoliques. La signature des protéines decette famille consiste en un domaine RGS de 120 résidus par lequel elle lie la sous-unité α et quiest responsable de la fonction GAP. On distingue deux classes de RGS : les petites protéinesRGS (160 à 217 aa) qui ne possèdent que le domaine RGS encadré par de courtes extrémitésN- et C-terminales et les grandes protéines RGS (372 à 1387 aa) qui contiennent des motifsadditionnels permettant des liens entre les protéines G hétérotrimériques et d’autres voies designalisation. Globalement leur rôle est de permettre la réassociation de l’hétérotrimère en fin de cycle.
II.1.6. Désensibilisation des RCPG :
          La désensibilisation des RCPG est un processus adaptatif par lequel la réponse cellulaire, suite à l’activation d’un RCPG, décroît après une exposition prolongée avec leur agoniste. 
         La désensibilisation représente un mécanisme essentiel pour empêcher une surstimulation en réponse à une stimulation soutenue, c’est est un processus de régulation crucial pour la cellule dans le but Il consiste à contrôler finement la durée de la stimulation cellulaire induite par un RCPG donné.
On distingue deux types de désensibilisation : la désensibilisation homologue et la désensibilisation hétérologue
II.1.6.1.Désensibilisation hétérologue
         La désensibilisation des RCPG commence quelques secondes après la liaison de l’agoniste et est initiée par la phosphorylation de ceux-ci. Les protéines kinases dépendantes des seconds messagers, de la PKA et de la PKC, phosphorylent des résidus sérines et thréonines sur les boucles intracellulaires et les domaines C-terminaux de la queue cytoplasmique de plusieurs RCPG. La phosphorylation de ces sites altère le couplage des récepteurs avec les protéines G. La présence de l’agoniste n’est pas nécessaire pour ce processus. Donc, les récepteurs qui n'ont pas été en contact avec leur agoniste peuvent être désensibilisés par l’action de ces protéines kinases. Cette situation, en absence de ligand a donné naissance au terme désensibilisation hétérologue
II.1.6.2. Désensibilisation homologue
Comme la désensibilisation hétérologue, la désensibilisation homologue implique la phosphorylation des récepteurs. Cependant, la phosphorylation se fait par des kinases spécialisées pour les RCPG, les GRK (G-protein coupled receptor kinases). Ce type de désensibilisation se fait en plusieurs étapes dans lesquelles la phosphorylation est suivie de la liaison d’une protéine, l’arrestine, qui a comme rôle de découpler physiquement le récepteur et les protéines G suite à la stimulation du récepteur par son ligand 
· GRK 
La famille des kinases GRK est composée de sept membres partageant une homologie de séquence élevée. Chacune des GRK partage une organisation protéique similaire. Un domaine catalytique central, un domaine RGS à l’extrémité N-terminale pour la reconnaissance de substrats et un domaine C-terminal qui contribue à la localisation membranaire des kinases. Les membres de la famille des GRKs peuvent être sous-divisés en trois groupes basés sur leur séquence et leur fonctionnalité: 1) GRK1 et GRK7; 2) GRK2 et GRK3; et 3) GRK4, GRK5 et GRK6. La figure13 illustre les distinctions entre les différents membres. 
Le ciblage à la membrane plasmique de chacune des GRK se fait par l’entremise de mécanismes distincts qui impliquent les domaines de leur portion C-terminale. Par exemple, GRK1 et GRK7 sont farnelysés en C-terminal de la séquence CAAX. 
Les domaines C-terminaux des GRK2 et GRK3 contiennent un domaine de liaison aux sous-unités Gβγ, lequel possède une grande homologie avec celui de la pleckstrine (PH). Le domaine C-terminal de la GRK5 contient une séquence de 46 résidus d’acides aminés basiques qui lui permet d’interagir avec les phospholipides de la membrane plasmique. GRK4 et GRK6 sont palmitoylés sur des résidus cystéine.
Les GRK phosphorylent les RCPG sur des résidus sérines et thréonines localisés dans la troisième boucle intracellulaire et sur la queue C-terminale. Aucune séquence consensus n’a été identifiée quant au site de phosphorylation des GRK. Cependant, la localisation de résidus acides proximaux au site de phosphorylation semble favoriser la phosphorylation par la GRK2. Contrairement aux protéines kinases PKA et PKC, les GRK phosphorylent préférentiellement les récepteurs qui sont dans leur conformation activée. De plus, la phosphorylation seule des GRK a peu d’effet sur le découplage des récepteurs avec leurs protéines G. Plutôt, la principale fonction des GRK dans la désensibilisation des RCPG est celle d’augmenter l’affinité du récepteur pour l’arrestine .
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Figure 13 : Représentation schématique des domaines architecturaux des GRK (Roy, 2014)

Le domaine de liaison aux RCPG contient une région RGS conservée. Le ciblage aux membranes de chacune des GRK se fait par des mécanismes distincts impliquant leur région C-terminale. Les GRK1 et 7 sont farnesylées. Les GRK2 et 3 contiennent une région d’interaction avec les sous-unités βγ. La GRK5 contient une région d’acides aminés basiques pour s’associer aux phospholipides membranaires. Les GRK4 et 6 sont palmitoylées.
· Arrestines 
La phosphorylation des RCPG dépendante des GRK n’est pas suffisante pour promouvoir une inactivation complète des récepteurs. Les arrestines sont requises pour une inactivation complète. Ces protéines contribuent à la désensibilisation des RCPG de deux manières. D’une part, elles participent au découplage physique des RCPG avec les protéines G hétérotrimériques. D’autre part, elles guident les RCPG dans la voie d’internalisation, de resensibilisation ou de dégradation. 
Quatre membres de la famille des arrestines ont été identifiés. Elles peuvent être divisées en deux groupes basés sur leur homologie de séquence, leurs fonctions et leur distribution tissulaire. Le premier groupe est composé de l’arrestine visuelle (antigène S) et de l’arrestine cone (X-arrestine ou C-arrestine). Elles sont exprimées majoritairement à la rétine et régulent les fonctions des photorécepteurs. Le second groupe est composé des arrestines non visuelles, β-arrestine 1 (arrestine 2) et β-arrestine 2 (arrestine 3). Les β-arrestines sont exprimées de manière ubiquitiste (à l’exception de la rétine) et leur fonction est de réguler l’activité des autres RCPG. Les quatre arrestines lient les RCPG activés et phosphorylés par les GRK. Les queues C-terminales des β-arrestines contiennent des motifs de liaison pour la clathrine  et la sous-unité β2-adaptine du complexe AP-2. Ces caractéristiques leurs permettent d’agir comme protéines adaptatrices dans le ciblage des RCPG dans les puits d’endocytose tapissés de clathrine. Globalement, les arrestines régulent les processus d’endocytose, de trafic intracellulaire, de resensibilisation et de régulation négative des RCPG. 
Les RCPG sont classés en deux catégories selon leur patron d’interaction avec les deux isoformes des β-arrestines. Les récepteurs de classe A, incluant β2-adrénergique et β-opioïde, lient la β-arrestine 2 avec une plus grande affinité que la β-arrestine 1. De plus, cette interaction est transitoire. La β-arrestine est recrutée au récepteur à la membrane plasmique et est internalisée dans des puits de clathrines. Après internalisation durécepteur, il y a dissociation de la β-arrestine avec ce dernier. La β-arrestine est ensuite recyclée à la membrane plasmique tandis que le récepteur chemine dans les compartiments endosomaux. Les récepteurs de classe B, représentés par angiotensine AT1AR et vasopressine V2R, lient la β-arrestine 2 avec autant d’affinité que la β-arrestine 1. Ces récepteurs forment des complexes stables avec les β-arrestines. Ceci a pour conséquence la co-internalisation du complexe récepteur/β-arrestine. De plus, les récepteurs ne sont pas efficacement recyclés à la membrane plasmique.
II.1.6.3. Internalisation des RCPG dépendante des β-arrestines
II.1.6.3.1.  Internalisation constitutive des RCPG
        A l’état inactif, les RCPG subissent une internalisation, dont le taux est relativement bas par rapport à une internalisation induite par le ligand. En plus de contribuer à l’homéostasie cellulaire, l’internalisation constitutive des RCPG pourrait servir à maintenir une réserve interne de récepteurs pour remplacer ceux qui sont désensibilisés après une exposition aux ligands.
II.1.6.3.2. Internalisation dépendante du ligand
Après l’étape de désensibilisation par les GRK, la liaison des β-arrestines au récepteur permet le découplage de la protéine G et engage le récepteur dans le processus d’endocytose. Les RCPG sont en général internalisés par une voie classique passant par la formation de puits recouverts de clathrine autour du récepteur. Si le plus souvent cette endocytose participe au recyclage des récepteurs phosphorylés et donc à la re-sensibilisation du système, elle peut également marquer la première étape de la dégradation des récepteurs. Dans les deux cas de figure, les β-arrestines 1 et 2 vont jouer un rôle primordial. En se fixant préférentiellement à un RCPG phosphorylé (Rasmussen, Novak et al. 2004), elles établissent un pont moléculaire entre le récepteur à internaliser et les protéines clés de la machinerie d’endocytose. En effet, les β-arrestines vont recruter un ensemble de partenaires, dont l’adaptateur AP-2 et la clathrine et participer à la formation d’une vésicule recouverte de clathrine, au sein de laquelle se retrouve le récepteur à internaliser. Cette vésicule s’invagine vers l’intérieur de la cellule. Une petite GTPase, la dynamine, va ensuite assurer la scission des membranes pour créer une vésicule d’endocytose contenant les récepteurs toujours attachés à la membrane. Cette vésicule nouvellement formée rejoindra, grâce au cytosquelette de la cellule, le réseau vésiculaire où son contenu sera trié
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Figure 14 : phénomène de désensibilisation des RCPG(Flouzis,2015)
II.2.Récepteurs à activité enzymatique intrinsèque
Il s'agit de récepteurs dont le domaine intracellulaire possède une activité enzymatique propre qui varie selon le type de récepteur.
II.2.1. Récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK)
II.2.1.1. Généralités :
Le séquençage du génome humain (Human Genome Project) a révélé qu’environ 20% des 32000 gènes humains codent des protéines impliquées dans la transduction du signal. Ces protéines sont des récepteurs transmembranaires, des sous-unités des protéines G et des enzymes impliqués dans la génération de signaux. Parmi ces protéines, plus de 520 sont des protéines kinases et 130 des protéines phosphatases, qui exercent un contrôle rigoureux et réversible sur la phosphorylation. Ces enzymes ont une activité catalytique spécifique des tyrosines ou des sérines/thréonines. En 2001 on compte plus de 90 gènes codant des protéines à activité tyrosine kinase, dont 58 codent des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) (Blume-Jensen et Hunter, 2001). Les RTKs ont été découverts il y a 20 ans par Hunter et Sefton (Hunter et Sefton, 1980).

II.2.1.2.Définition
Les récepteurs à activité tyrosine kinase intrinsèque (RTK) également appelés récepteurs des facteurs de croissance, sont des glycoprotéines transmembranaires composées d’un domaine extracellulaire très variable capable de fixer le ligand, d’un domaine transmembranaire permettant l’ancrage dans la membrane cellulaire et d’un domaine intracellulaire (cytoplasmique) qui renferme l’activité tyrosine kinase et permet la transduction du signal au sein de la cellule. 
L’activité enzymatique des RTK est localisée dans le cytoplasme et permet le transfert du phosphate γ de l’ATP vers l’hydroxyle des tyrosines des protéines cibles et/ou du récepteur lui-même, c’est ce qu’on appelle l’autophosphorylation.
Les RTKs permettent la transmission d’un signal de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule sont d’importants régulateurs de la communication intercellulaire, ils jouent en effet un rôle important dans le contrôle de nombreux processus biologiques, tels que le cycle cellulaire, la migration cellulaire, le métabolisme, la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire
             Les RTKs sont classés en 20 familles selon la structure de leurs domaines extracellulaire et intracellulaire. Parmi ces différentes familles, on distingue les récepteurs à l’insuline (IR), les récepteurs aux facteurs de croissance de l’épiderme (EGFR), les récepteurs aux facteurs de croissance des plaquettes (PDGFR), les récepteurs aux facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGFR) et les récepteurs aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR).
            Les récepteurs tyrosine kinase sont des protéines de type I, c’est à dire que la partie N terminale de la protéine est située dans le milieu extracellulaire et la partie C terminale dans le milieu intracellulaire. Les RTKs sont présents à la surface cellulaire sous forme d’une seule chaîne polypeptidique et monomérique en l’absence de ligand. L’exception à cette règle inclut la famille HGFR et la famille des récepteurs à l’insuline.


II.2.1.3.Structure des  RTK
           Les RTK sont composés de trois domaines distincts : le domaine extracellulaire, le domaine transmembranaire et le domaine intracellulaire. 
· Le domaine extracellulaire
            Le domaine extracellulaire des RTK, qui permet la fixation de ligands est très diversifié et très glycosylé. Ce domaine extracellulaire présente une variété d’éléments conservés tels que les domaines de type immunoglobuline (IgD), de type fibronectine III (FNIII), de type facteur de croissance épidermique (EGFD), riche en cystéine et riche en leucine. Ces différents domaines déterminent la spécificité de la liaison au ligand. En effet, la liaison du ligand au domaine extracellulaire provoque des changements conformationnels qui induisent et stabilisent la dimérisation du récepteur
· Le domaine transmembranaire
           Est constitué d’un seul segment de 22 à 26 acides aminés, organisé en une seule hélice. Le domaine transmembranaire est caractérisé par une séquence hydrophobe dont la fonction est l'ancrage du récepteur à la membrane. Des mutations ont été identifiées dans les domaines transmembranaires d’au moins deux familles de RTK, fibroblast growth factor receptor (FGFR) et epidermal growth factor receptor (EGFR) aboutissant à une activation constitutive du récepteur par une dimérisation indépendante du ligand Même si ce domaine ne joue pas un rôle dans l’activation du récepteur, il pourrait jouer un rôle au niveau de sa conformation et de la stabilisation des récepteurs dimériques. 
· Le domaine intracellulaire et l’activité tyrosine kinase 
Le domaine intracellulaire se compose d’une région juxta-membranaire suivie par le domaine catalytique tyrosine kinase et terminé par la région carboxy-terminale. Ces régions contiennent des sous-domaines régulateurs influençant négativement ou positivement la liaison du substrat et la phosphorylation, ainsi que les sous-domaines impliqués dans la dimérisation et/ou dans les changements structuraux pendant l’activation de la kinase après la liaison du ligand. La longueur et la séquence des domaines juxta-membranaire et carboxy-terminal varient suivant les RTK et contiennent des sites de phosphorylation tyrosine et sérine/thréonine. Ces sites peuvent être phosphorylés par le récepteur lui-même (autophosphorylation) ou par des protéines kinases.
Il a été établi que le domaine tyrosine kinase comporte onze sous-domaines majeurs (I à XI). Les domaines I à V forment le domaine de liaison à l’ATP, complexé aux ions Mn2+ ou Mg2+. Les domaines VI et VII sont dotés de l’activité phospho-transférase. Les kinases possèdent une boucle d’activation comprenant les sous-domaines VII et VIII comportant entre une et trois tyrosines. L’activité kinase est cruciale pour l'activation des voies de transduction aboutissant à l'induction des réponses cellulaires comme la survie, la prolifération et la différenciation. Un domaine tyrosine kinase intact est absolument nécessaire dans la signalisation du récepteur. En effet, des mutations d’un seul résidu dans ce domaine peuvent entraîner la perte de la fonction du récepteur.
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Figure 15 : Représentation schématique de trois récepteurs à activité tyrosine kinase (Cau et Seïte, 2007)




II.2.1.4. Activation des RTKs 
II.2.1.4.1. Fixation de ligand
Il existe différentes voies d’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase : l’élément déclencheur de l’activation est la fixation de ligand, qui conduit à la dimérisation non covalente des récepteurs.
Les études structurales menées sur GH (hormone de croissance) et son récepteur GHR, ainsi que sur l’EPO (erythropoïetine) et son récepteur EPOR, ont montré que ces cytokines se fixent sur leur récepteur avec une stœchiométrie 1:2 (ligand : récepteur). Un ligand se fixe simultanément sur deux récepteurs.
II.2.1.4.2. Dimérisation des récepteurs 
L’activation des RTKs passe par le mécanisme crucial de la dimérisation des récepteurs. En effet, la dimérisation (ou oligomérisation) non covalente des RTKs, induite ou stabilisée par la fixation de ligand, est le mécanisme déclencheur de l’autophosphorylation des tyrosines. La fixation de ligand au domaine extracellulaire peut induire un réarrangement structural des récepteurs hétérotétramèriques (exemple du récepteur à l’insuline), facilitant l’autophosphorylation des tyrosines dans le domaine cytoplasmique. A l’heure actuelle, les mécanismes liés à la transduction du signal du domaine extracellulaire vers le domaine intracellulaire, via la dimérisation des récepteurs, ne sont pas bien connus. De plus les mécanismes mis en jeu en aval sont certainement dépendant du couple ligand/récepteur. 
           Mais dans certains cas, la dimérisation est certes nécessaire pour l’activation tyrosine kinase mais n’est pas suffisante. L’exemple est celui de l’étude de ErbB2 appartenant à la famille de l’EGFR, où la dimérisation forcée par mutation de résidus en cystéine permettant la création de ponts disulfures entre les hélices transmembranaires, indique que l’activation du récepteur est dépendante de l’orientation relative de chaque monomère dans le dimère.
         Un autre exemple est celui du récepteur tyrosine kinase Eph, pour lequel la dimérisation est suffisante pour l’autophosphorylation des récepteurs, à la condition d’une organisation des récepteurs en tétramère pour susciter toutes les réponses biologiques dans la cellule. Cependant, dans la plupart des cas, la dimérisation des RTKs est probablement suffisante pour la transduction du signal.
          La fixation de ligand stabilise la configuration dimérique du domaine extracellulaire mais les conséquences au niveau du domaine cytoplasmique contenant le domaine tyrosine kinase ne sont pas bien comprises. Les domaines cytoplasmiques pourraient s’associer transitoirement comme des couples enzyme/substrat, ou pourraient interagir de manière stable pour former un dimère symétrique ou asymétrique avant ou après l’autophosphorylation. Une boucle activatrice est présente dans les domaines tyrosine kinase cytoplasmiques. En conformation fermée, cette boucle empêche la fixation de substrat. Lorsque les résidus tyrosines appartenant à la boucle sont phosphorylés par un récepteur voisin (trans autophosphorylation), elle se stabilise dans une conformation ouverte laissant l’accès libre au site actif tyrosine kinase. 
Pour les RTKs qui ont une activité kinase stimulée via l’autophosphorylation de la boucle activatrice, le modèle d’association transitoire des domaines cytoplasmiques semble cohérent avec les données biochimiques actuelles. Tous les sites pourraient raisonnablement être phosphorylés dans le dimère. 
Si les deux domaines cytoplasmiques forment un dimère stable, après fixation de ligand avant l’autophosphorylation, des contraintes stériques pourraient empêcher l’autophosphorylation de certains sites, les plus proches des domaines kinases. Dans ce cas une association très ordonnée des récepteurs pourrait être nécessaire pour compléter l’autophosphorylation.
 La dimérisation des récepteurs implique également l’association des domaines transmembranaires. Il y a peu d’informations sur la façon dont l’hélice transmembranaire interagit physiquement avec son partenaire lors de la dimérisation du récepteur. La mutation ponctuelle d’une valine en acide glutamique dans le segment transmembranaire entraîne chez  le récepteur Neu/ErbB2 dimérisation et activation constitutive. Cette mutation montre l’importance du domaine transmembranaire dans la transduction du signal. Cet aspect de la dimérisation sera traité dans le chapitre « B le domaine transmembranaire ». 

II.2.1.4.3. Autophosphorylation des tyrosines
 L’augmentation de l’activité catalytique intrinsèque du récepteur et la création de sites de fixation dans le domaine intracellulaire pour recruter les protéines de signalisation sont les deux étapes clés de l’activation des récepteurs. Pour la plupart des RTKs, la réalisation de ces deux étapes nécessite l’autophosphorylation des résidus tyrosines du domaine intracellulaire, permise par l’oligomérisation des récepteurs déclenchée par la fixation de ligand. L’autophosphorylation des résidus tyrosines de la boucle activatrice du domaine tyrosine kinase génère des sites de fixation pour les protéines de signalisation pouvant reconnaître les séquences contenant des phosphotyrosines.Les RTKs contiennent entre 1 et 3 tyrosines dans la boucle activatrice.
 Les deux domaines protéiques reconnaissant les phosphotyrosines sont les domaines SH2 (domaine homologue à src de type 2) et PTB (phosphotyrosine binding). 
Pour un grand nombre de RTKs, la phosphorylation des résidus tyrosines de la boucle activatrice est un événement crucial pour la stimulation de l’activité catalytique et l’induction de la réponse biologique. Parmi ces récepteurs on peut citer le récepteur à l’insuline, le récepteur aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR), le récepteur aux facteurs de croissance endothéliale vasculaire (VEGFR), le récepteur aux facteurs de croissance des plaquettes (PDGFR), le récepteur aux facteurs de croissance des hépatocytes (Met) et le récepteur TrkA. Le cas du récepteur au facteur de croissance de l’épiderme (EGFR) est une exception : en effet la mutation de la tyrosine 845 de la boucle activatrice en phénylalanine ne produit aucun effet sur la fonction tyrosine kinase de l’EGFR. 
L’autophosphorylation des tyrosines peut être cis, dans ce cas la phosphorylation est effectuée par le récepteur même ou trans où la phosphorylation s’effectue entre les récepteurs. La cis autophosphorylation est probablement due à un changement conformationnel provoqué par la fixation de ligand sur le récepteur. La trans autophosphorylation ne nécessite aucun changement conformationnel : le simple effet de proximité engendré par la dimérisation suffit 14 à déclencher la phosphorylation des tyrosines. Les structures du récepteur à l’insuline seul et complexé avec un substrat peptidique et un analogue de l’ATP indiquent que les résidus tyrosines dans la boucle activatrice sont phosphorylés uniquement en trans. 
A partir de ces structures Hubbard et collaborateurs ont établi un modèle de stimulation de l’activité tyrosine kinase par dimérisation des récepteurs. Sous forme monomérique, l’accès au site actif du domaine tyrosine kinase est partiellement obstrué par la boucle activatrice. La boucle est en équilibre entre un état majoritaire bloquant l’accès au site actif et un état minoritaire laissant l’accès libre au site. Les tyrosines dans la boucle activatrice sont très conservées au cours de l’évolution. Leur phosphorylation provoque un déplacement d’équilibre de la conformation où la boucle activatrice empêche l’accès au site actif vers la conformation laissant l’accès libre au site catalytique.
         En plus du contrôle de l’activité tyrosine kinase, l’autophosphorylation des tyrosines est importante pour le recrutement et l’activation de nombreux effecteurs. Beaucoup de sites d’autophosphorylation de tyrosine sont localisés dans des régions non catalytiques du domaine intracellulaire des RTKs. Ces sites ont pour fonction de fixer les domaines SH2 et PTB des effecteurs. La fixation de protéines sur un site d’autophosphorylation entraîne une cascade de réactions dont l’assemblage et le recrutement de complexes de signalisation. Les RTKs sont comparables à des plates-formes de reconnaissance et de recrutement de protéines de signalisation.
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Figure16: Activation d’un récepteur tyrosine kinase (Aller, 2005)

II.2.1.5. Voies de signalisation des RTKs 
          L’activation des RTKs permet la transduction du signal à l’intérieur de la cellule. Les RTKs activés mettent en jeu différentes voies de signalisation via des protéines possédant des modules protéiques pour transmettre le signal au noyau ou à différentes enzymes. Les principales voies de signalisation sont : Ras/MAP kinase et celle du métabolisme du phosphoinositol. Ces voies jouent un rôle important dans des processus métaboliques, le cycle cellulaire, la migration cellulaire, la prolifération et différenciation cellulaire.
II.2.1.6. Modules protéiques des effecteurs 
Les protéines possédant les domaines SH2 et PTB interviennent dans la reconnaissance de sites d’autophosphorylation et dans la cascade de réactions en aval. Ces protéines peuvent posséder une activité enzymatique et modifier d’autres protéines, des phospholipides ou des acides nucléiques, pendant leur interaction. 
Les protéines effectrices participant à la signalisation intracellulaire possèdent une multitude de petits modules constitués de 50 à 200 acides aminés qui permettent des associations avec d’autres protéines, des membranes ou des composants cellulaires. 
Le domaine SH2 est défini comme une séquence conservée de 100 acides aminés environ, qui fixe une séquence peptidique particulière ( jusqu’à 6 résidus) contenant une phosphotyrosine dans la partie C terminale (intracellulaire) du récepteur.
Le domaine PTB, composé d’environ 200 acides aminés, fixe une séquence de 3 à 5 résidus en N terminal de la région intracellulaire du récepteur. La fixation de nombreuses protéines possédant un domaine PTB est indépendante de la présence d’une tyrosine phosphorylée
Les domaines SH3 (src homology 3) et WW reconnaissent et fixent des régions riches en proline. Le domaine SH3 fixe spécifiquement la séquence PXXP (P :proline et X représentant n’importe quel acide aminé), mais peut reconnaître d’autres séquences telles que RXXK, comme dans le cas du domaine SH3 de Gad dans les cellules T. Le domaine WW, petit module de 35-40 acides aminés, reconnaît les motifs : PPXY. 
Le domaine PH (pleckstrin homology) est composé de 120 acides aminés environ. De nombreuses protéines possédant ce domaine sont impliquées dans la régulation de l’actine du cytosquelette, et dans le ciblage intracellulaire au niveau de la membrane. Le domaine PH interagit spécifiquement avec le phosphatidylinositol 4,5 diphosphate (PIP2) et le phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (PIP3).
Le domaine FYVE comprend un peu moins de 80 acides aminés et tient son nom des protéines de sa famille (Fab1, YGLO23, VPS27 et EEA1). La structure de ce domaine présente deux doigts de zinc et reconnaît spécifiquement le phosphatidylinositol 3-phosphate. 
Le domaine PDZ se compose d’environ 90 acides aminés et reconnaît de courts motifs peptidiques hydrophobes de 4 résidus situés à l’extrémité C terminale de la protéine cible. 
Il existe une large famille de protéines possédant un domaine SH2 et une activité enzymatique comme l’activité protéine tyrosine kinase (Src kinases), l’activité protéine tyrosine phosphatase (Shp2), ou phospholipase C (PLCγ), etc. D’autres protéines possèdent seulement les domaines SH2 et SH3 et assurent un relais entre différentes protéines. Un exemple est la protéine Grb2 qui interagit avec les RTKs activés par son domaine SH2 et avec Sos-Ras via son domaine SH3.
II.2.2. Récepteurs à activité serine/thréonine kinase – RST
Les récepteurs à activité sérine/thréonine kinase reconnaissent et fixent des ligands de troisfamilles de facteurs de croissance : les TGFs (Transforming Growth Factors), les activines et lesprotéines de morphogenèse osseuse (BMP, pour Bone Morphogenetic Proteins). Ces facteursinterviennent surtout dans le développement embryonnaire et la différenciation cellulaire.
Le mécanisme d'activation de ces récepteurs fait intervenir deux types de récepteurs dimérisésdifférents. Le ligand se fixe d'abord sur un récepteur de type II (RII) qui se lie alors à unrécepteur de type I (RI) formant ainsi un hétérotétramère.L'activité kinasique de RI est induite par phosphorylation de certains de ses résidus sérine parRII. Cette activation est responsable de la phosphorylation de constituants cytoplasmiques mobilesappelés Smad qui agissent directement sur l’expression génique. Il existe trois types de Smad :
• Les R-Smad (regulated Smad) qui sont phosphorylés et activés par le récepteur activé (RI).
Ils comprennent les Smad 2 et 3 qui interviennent dans le cas où les ligands sont des TGFs ou des activines, et les Smad 1, 5 et 8 pour les ligands BMP.
• Les co-Smad représentés par Smad 4.
• Les I-Smad (Smad 6 et 7) qui jouent le rôle d'inhibiteurs ou antagonistes pour les R-Smad.
Quand les R-Smad sont phosphorylés, ils forment un complexe hétérotrimérique avec Smad 4. Ce complexe pénètre dans le noyau et, en s’associant avec d’autres facteurs, module latranscription de différents gènes cibles.
Parmi les protéines induites par certains ligands comme le TGFβ par exemple, on trouve des I-Smad, en particulier Smad 7 qui bloque la phosphorylation des R-Smad par les RI. C'est unrétrocontrôle négatif qui met fin à la stimulation.
II.2.3. Récepteurs à activité guanylyl cyclase – RGC
On trouve ces récepteurs au niveau des muscles lisses des parois vasculaires, de l’intestin etdes épithélia olfactif et visuel.Ces récepteurs sont des homodimères qui possèdent un domaine cytoplasmique à activitéguanylyl-cyclase qui transforme le GTP en GMPc. Le récepteur activé produira donc du GMPc qui agit comme second messager sur ses systèmes-cibles (canaux, kinases, …).
Le ligand majeur de ces récepteurs est l’ANF (facteur natriurétique auriculaire), libéré auniveau des oreillettes cardiaques suite à une augmentation du volume sanguin par exemple. L’ANF va agir au niveau de récepteurs guanylyl-cyclase se trouvant sur la membrane des cellules musculaires lisses des parois vasculaires. Ces récepteurs activent, via le GMPc, une protéine kinase PKG. Celle-ci activerait la pompe Ca2+-ATPase du réticulum endoplasmique, induisant ainsi une diminution du Ca2+ cytoplasmique. Ceci aboutit à l’inhibition du complexe actine–myosine et par conséquent, il y a relâchement des cellules musculaires lisses et donc une vasodilatation.

II.2.4. Récepteurs à activité phosphatase
Certaines tyrosines phosphatases sont transmembranaires et fonctionnent comme récepteurs.Puisque leur ligand n’est pas encore bien identifié, elles sont alors désignées comme étant des«récepteurs-like». Elles possèdent un seul segment transmembranaire et souvent elles ont deuxdomaines tyrosines-phosphatases (D1 et D2) dans leur partie intracellulaire.
Un exemple important est celui de la protéine CD45 qui se trouve à la surface de tous les
globules blancs. Elle a un rôle essentiel dans l’activation des lymphocytes T ; elle contribue audéclenchement de la cascade de signalisation en activant une enzyme Lck .
Lck est une tyrosine kinase de la famille Src. Lorsqu’elle est inactive, elle est pliée par uneinteraction intramoléculaire entre son domaine SH2 et un groupe tyrosine-phosphate à l'extrémitéC-terminale.CD45 agit en enlevant le phosphate à ce groupe, ce qui ouvre la structure moléculaire de la Lckpermettant ainsi son activation. Au niveau des lymphocytes T par exemple, Lck phosphoryle dessites ITAM au niveau du complexe TCR-CD3
II.3.Autres types de récepteurs :
II.3.1.Récepteurs de mort et apoptose:
II.3.1.1.Les récepteurs de mort
        Ils appartiennent à la superfamille du récepteur TNFα (TNFR) ; 7 membres forment le sous groupe des récepteurs de mort (DR : Death Receptor) : Fas (CD95/APO-1; ligand: FasL),
TNFR1 (p55/CD120a; ligands : TNFα et β), DR3 (ligand: VEGI), DR6, p75NGFR (récepteur
au facteur de croissance neuronale ; ligand: NGF) et les 2 récepteurs TRAIL : DR4 (TRAILR1) et DR5 (TRAIL-R2).
      Les récepteurs sont composés d’un nombre variable de domaines riches en cystéine (DRC), dans leur partie extracellulaire. Les DRC permettent la stabilité des structures trimériques des récepteurs. Seuls quelques-uns des TNFR possèdent le domaine de mort intracellulaire (DD : Death domain). La fixation du TNF sur son récepteur conduit à satrimérisation, ce qui permet à TRADD (TNFR-associated death domain), molécule adaptatrice, de se fixer par interaction entre les domaines de mort (DD). TRADD s’associe ensuite à FADD (Fas-associated Death Domain), ce qui induit l’apoptose via l’activation de la caspase 8
II.3.1.2.L’apoptose :
L’apoptose ou mort cellulaire programmée (MCP) est unprocessus de mort physiologique. Elle se différencie de la nécrose, processus dégénératif quiintervient dans des cellules ayant subi des dommages physiques, chimiques ou osmotiques.
L’apoptose implique une séquence précise d’évènements cellulaires, décrits en 1972 par Kerret al. (tissus humains et murins). Elle résulte de l’exécution d’un programme hautement
régulé qui induit la destruction d’une cellule, tout en préservant l’intégrité cellulaireenvironnante. Elle survient naturellement au cours de l’embryogenèse, du renouvellementtissulaire et lors du vieillissement. Cependant, elle peut également se produire en conditionspathologiques et de stress intense de l’organisme.
L’apoptose est caractérisée par des modifications :
- Morphologiques : diminution du volume cellulaire, avec maintien de l’intégritéstructurale de la membrane plasmique, relocalisation des organites cytoplasmiques,condensation de la chromatine puis fragmentation du noyau et de la cellule en corpsapoptotiques,
- Biochimiques : externalisation de la phosphatidylsérine, chute du potentiel demembrane au niveau des mitochondries, activation des caspases et dégradation del’ADN en fragments oligonucléosomaux.
Il existe deux voies de signalisation aboutissant à l’apoptose :
- La voie des récepteurs de mort ou voie extrinsèque,
- La voie mitochondriale ou voie intrinsèque.
Ces deux voies conduisent à l’activation de molécules effectrices de l’apoptose, les caspases.
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Figure 17 : Structure de récepteurs de mort, DD : Death Domain ; DED : Death Effector
Domain ; FADD (Chatel,2014)
· Les caspases
Les caspases, protéases à cystéine, clivent leurs substrats après un acide aspartique, d’où leurnom générique de Cysteine Aspartate Proteases (Alnemri et al., 1996). Elles ont une structuretrès conservée et sont synthétisées sous forme de zymogène ou pro-caspase. Ces pro-caspasescontiennent un pro-domaine N-terminal de taille variable et un domaine catalytique C-terminal,constitué de deux sous-unités de 20 et 10 KDa. Les caspases à pro-domaine long
(caspase 8, 9 et 10) sont appelées caspases initiatrices ; elles clivent et activent les caspases
effectrices. Les caspases à pro-domaine court (caspases 3, 6 et 7) clivent différents substrats
comme PARP (PolyADP Ribose Polymerase), enzyme de réparation cellulaire, ou la lamine
A.



· Bcl-2 et cytochrome c
La famille Bcl-2 peut être divisée en deux sous familles : les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Bcl-10) et les protéines pro-apoptotiques (Bad, Bid, Bik/Nbk, Bim,Bax, Bak, BLK, Bmf, Hrk/DP5, Bcl-xS) (Fig. 12). Tous les membres de cette famillepossèdent l’un des 4 motifs conservés au cours de l’évolution, BH1 à BH4 (Bcl2 HomologyDomain), indispensables pour les interactions protéiques. Seules les protéines anti-apoptotiquespossèdent les 4 domaines BH.
La balance entre le taux des protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques conditionne
l’entrée en apoptose d’une cellule. Bcl-2 et Bcl-xL inhibent l’apoptose en se liant auxprotéines pro-apoptotiques Bax et Bak.
Dans des cellules saines, Bad est phosphorylé et séquestré dans le cytoplasme par uneprotéine adaptatrice, 14-3-3. Dans les cellules apoptotiques, le taux cytoplasmique de Badaugmente, favorisant la formation de complexes Bcl-2/Bad et Bcl-xL/Bad. Bax et Bak ainsilibérés, s’insèrent dans la membrane mitochondriale où ils créent des pores. Le cytochrome cpasse alors dans le cytoplasme où il forme un complexe, appelé apoptosome, constitué deApaf1 et de la pro-caspase 9, ce qui active la caspase 9.
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