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Résumé

Depuis sa découverte au début des années 80, le Transforming Growth Factor-f (TGF-p) est
apparu comme un facteur de croissance impliqué dans des processus physiologiques essentiels
comme le développement embryonnaire, la réparation tissulaire, la différenciation et le
contrble de la croissance cellulaire. Les expériences d’invalidation des alléles codant pour les
trois isoformes différentes du TGF- chez la souris ont montré leur réle majeur dans la
régulation de I’inflammation et la réparation tissulaire. Le TGF-B est aussi impliqué dans
certaines pathologies humaines, comme la fibrose tissulaire et la carcinogenése, ou il peut
exercer a la fois un réle de suppresseur de tumeur et des activités pro-oncogéniques, selon le
stade de développement de la tumeur. La réponse cellulaire au TGF-B est initiée par sa
fixation a des récepteurs membranaires de type sérine/thréonine kinase qui activent en aval les

facteurs de transcription de la famille Smad.

Transforming Growth Factor-Bs: signaling and physio-pathological roles

Summary

Transforming Growth Factor- (TGF-f) family members are multifunctional peptide growth
factors that regulate cell growth, differentiation, extracellular matrix production and cell
migration and embryonic development. Knock-out experiments for the three mammalian
isoforms of TGF-fs in mice have demonstrated their importance in regulating inflammation
and tissue repair. Also, TGF-f has been implicated in the pathogenesis of human diseases,
including tissue fibrosis and carcinogenesis. In the latter case, it may exert both tumor
suppressor and pro-oncogenic activities depending on the stage of the tumor. Smads proteins
constitute the core components of the intracellular signaling cascade initiated by TGF-3
receptors; as they carry signals from the cell surface directly to the nucleus, where they act as

transcription factors.



Introduction

La famille du TGF-B est composée d’une trentaine de membres que 1’on retrouve dans tout le
régne animal, dont les TGF-s, les Activines et les BMPs (Bone Morphogenic Proteins). Ces
cytokines jouent un rdle primordial dans la détermination du devenir cellulaire au cours de
I’embryogenese et contrdlent un large spectre de réponses biologiques chez 1’adulte [1]. Le
TGF-f peut inhiber ou stimuler la prolifération selon le contexte cellulaire, contrdler le turn-
over de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que les interactions epithélio-
mésenchymateuses au cours de I’embryogenése. Ses activités pleiotropes sont impliquées
dans la réparation tissulaire et la modulation de la réponse immunitaire. Une dérégulation de
la signalisation du TGF-f induit des anomalies au cours du développement embryonnaire et
intervient dans différentes pathologies humaines, telles que le cancer, la fibrose tissulaire ou

encore des maladies auto-immunes.

Structure et signalisation

I1 existe trois isoformes humaines du TGF-, TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3, codées par trois
genes distincts. Ces isoformes sont du point de vue structural trés similaires (neuf résidus
cystéines conservés, 76 a 80% d’identité entre les séquences protéiques). Elles sont
synthétisées par de nombreux types cellulaires dont les plaquettes, les macrophages, les
fibroblastes ou encore les cellules tumorales, sous forme d’un précurseur latent (LTGF-3 pour
Latent TGF-p) qui requiert une maturation pour se fixer au récepteur et induire une réponse
cellulaire (Figure 1, pour revue [2]). Le LTGF-B3 est composé de 390 a 414 acides amings,
selon I’isoforme. Il est constitué¢ d’un peptide signal de sécrétion dans sa région amino-
terminale, d’une région centrale appelée LAP (pour Latency-Associated Peptide), et d’une
région carboxy-terminale constituant le TGF-$ bioactif aprés maturation. Les différentes
isoformes du TGF-f sont caractérisées par un noeud de six cystéines qui forment trois ponts
disulfures rigidifiant ainsi la structure protéique. La dimérisation du TGF-B requiert
I’engagement d’une septieéme cystéine dans un pont disulfure reliant les deux monomeéres. Le
LTGF-B peut étre sécrété¢ sous forme d’un petit complexe latent (SLC pour Small Latent
Complex) ou sous forme d’un large complexe latent (LLC pour Large Latent Complex)
lorsque le LAP est associé de fagon covalente au LTBP (pour LTGF-f -binding protein). Les

peptides LAPs conferent la latence du complexe alors que les LTBPs permettent la fixation du



TGF-B a la matrice extracellulaire et son stockage. Les changements de conformation du
LLC ou SLC sont induits soit par un clivage protéolytique des LAPs par différentes protéases
comme la plasmine, la thrombine, les transglutaminases plasmiques ou encore des
endoglycases, soit par des interactions physiques des LAPs avec d’autres protéines, telles que

la thrombospondine-1, ce qui aboutit a la libération d’une forme bioactive, mature du TGF-f3.

Apres son activation, le TGF-B induit une réponse cellulaire en se fixant a des récepteurs
spécifiques ayant une activité¢ de type serine/thréonine kinase [3,4]. La famille des récepteurs
au TGF-B est constituée de deux sous-familles similaires du point de vue structurale, les
récepteurs de type I et de type I (TBRI et TBRII). Ces récepteurs sont composés d’une petite
région extracellulaire riche en cystéine et d’'un domaine intracellulaire dans lequel est situé
leur domaine kinase. TPRII a une activité kinase intrinséque alors que TPRI doit étre
phosphorylé pour étre actif. Le TGF-B se fixe a TPRII, formant ainsi un complexe
hétérodimérique qui peut alors recruter TBRI et 1’activer par la phosphorylation de résidus
serines et thréonines dans son domaine GS. Ce domaine, riche en glycine et sérine est voisin
du domaine kinase de TBRI et controle son activité catalytique et la spécificité de ses
substrats. Le betdglycane, un protéoglycane transmembranaire connu aussi sous le nom de
TPRRIII, permet la fixation du TGF-f3 au TPRII avec une meilleure affinité, cependant il n’a
pas été montré que cette molécule puisse initier par elle-méme la transduction d’un signal
cellulaire. Dans les cellules non stimulées, TBRI est maintenu inactif par son association avec

la protéine FKBP12 (FK506-binding protein 12).

La transduction du signal des récepteurs jusqu’au noyau est assurée principalement par la
phosphorylation d’une famille de protéines cytoplasmiques conservées au cours de
I’évolution, les Smads [3] (Figure 2). Cette famille est divisée en trois groupes fonctionnels
différents : les Smads associés au récepteur ou R-Smad, qui interagissent de facon spécifique
directement avec le TBRI activé et sont spécifiques d’un ligand, les co-Smads, médiateurs
communs pour tous les membre de la famille du TGF-, et les Smads inhibiteurs ou [-Smad
[5].

Les R-Smads, Smad2 et Smad3, sont caractérisés par deux domaines hautement conservés au
cours de 1’évolution, les domaines d’homologie a Mad (MH). MH1 est présent dans la région
amino-terminal et MH2 dans la région carboxy-terminale, ces deux domaines sont reliés par

une région intermédiaire variable riche en proline. En réponse au TGF-3, TBR1 phosphoryle



Smad2 et Smad3 sur deux résidus sérines présents dans un motif conservé de type —SSXS-
situé a D’extrémité carboxy-terminale du domaine MH2. Les R-Smads sont ciblés a la
membrane plasmique par les microtubules, ou une protéine a domaine FYVE, SARA (Smad-
Anchor for Receptor Activation), les présente au récepteur. Les protéines Hrs, Dab2 et Axin
peuvent aussi faciliter 1’association des R-Smads avec les récepteurs activés et ainsi favoriser
la propagation du signal [6]. Aprés phosphorylation par TBRI, les R-Smads s’associent a
I’unique co-Smad mis en évidence, Smad4, et ce nouveau complexe migre alors dans le noyau
ou il joue le role de facteur de transcription. L importation nucléaire de ce complexe est un
processus actif, controlé par Ran et les importines. Smad4 est import¢ dans le noyau
uniquement lorsqu’il est associé aux R-Smads, alors que Smad2 et Smad3 peuvent étre
importés dans le noyau de fagon indépendante de Smad4 [7]. Cependant , en 1’absence de
Smad4, ni Smad2 ni Smad3 ne peuvent avoir une activité transcriptionnelle, ce qui suggere
que la fonction principale de Smad4 est de réguler la transcription plutdt que de transmettre
les signaux d’activation du cytoplasme au noyau.

Les complexes R-Smad/Smad4 se lient a ’ADN directement ou en association avec d’autres
protéines pouvant se fixer a I’ADN [3]. L’affinit¢ optimale des protéines recombinantes
Smad3/Smad4 est observée pour la séquence nucléotidique CAGAC, via leur domaine MH-
1. Une insertion de 30 acides aminés dans le domaine MH1 de Smad2 empéche sa fixation
directe a I’ADN. Pour activer la transcription en réponse au TGF-B, le complexe
Smad2/Smad4 doit s’associer a des protéines nucléaires se liant a ’ADN de la famille Fast.
L’activité de transactivateur des protéines Smad est médié par leur domaine MH?2.
L’activation transcriptionnelle spécifique et optimale des promoteurs de leurs genes cibles
requiert le recrutement de facteurs supplémentaires comme des facteurs de transcription (AP-
1, TFE3 ou CBFA/AML, YY), des adaptateurs comme FAST-1, ou encore des co-
activateurs tel que CBP (CREB-binding Protein) et p300 [3,8]. Ainsi, en s’associant a des
partenaires différents, les Smads peuvent établir des interactions de haute affinité et tres
sélectives avec les séquences promotrices de leurs genes cibles. L association des Smads avec
des répresseurs transcriptionnels comme TGIF (7G-Interacting Factor), Ski et SnoN [9],
module leur interaction avec les co-activateurs transcriptionnels p300/CBP ; ces répresseurs
transcriptionnels recrutent des histones dé-acétylases, ce qui conduit aussi a I’inhibition de la

transcription génique.

Le I-Smad, Smad7 s’associe au TPRI activé, empéchant alors la phosphorylation de Smad?2 et



Smad3 [10]. De plus, Smad7 peut recruter deux ubiquitine ligases E3, Smurfl et Smurf2, au
niveau du TPR1 activé, ce qui entraine la dégradation par le protéasome du complexe des
récepteurs. L’effet inhibiteur de Smad7 peut étre renforcé par la stabilisation de son
interaction avec TPRI par les protéines STRAP (Serine-Threonine kinase Receptor-
Associated Protein) ou YAP-65 (Yes-Associated Protein 65) [11,12]. L’action inhibitrice de
Smad7 pourrait fonctionner comme une boucle de rétrocontrdle négatif, 1’expression de
Smad7 étant induite par le TGF-f3 de fagon dépendante des Smads [3] .

La famille des protéines Smads représente les messagers hautement spécifiques du TGF-f3,
cependant d’autres voies de signalisation peuvent étre activées par le TGF-3 selon le contexte
et le type cellulaires étudiés. Ainsi, il a ét¢ montré que le TGF-f3 pouvait activer les voies des
MAPK (p38, JNK et ERK), de la PI-3K et de PP2A/P70s6K, sans que les mécanismes
impliqués soient clairement définis [13,14]. L’importance relative et I’effet de ces différentes
voies de signalisation dans la modification des réponses cellulaires au TGF- sont en cours

d’étude.

Fonctions biologiques

Actif sur tous les types cellulaires, le TGF- contrdle la prolifération, la différenciation, la
motilité¢, I’adhésion ou la mort, selon le type cellulaire et I’état de différenciation. Ces
fonctions participent au controle du développement et de 1’homéostasie des tissus dans des
situations normales et pathologiques [1].

Le TGF-p exerce un effet anti-prolifératif important sur les cellules épithéliales, endothéliales,
hématopoietiques, neurales et dans certains types de cellules mésenchymateuses. L’arrét de
croissance induit par le TGF-B implique différents mécanismes, tels que I’induction

WAF1
1

transcriptionnelle des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines, p2 et/ou

p15™ B 6u encore I’inhibition de 1’expression de c-Myc ou de la phosphatase Cdc25A [15].
Plus récemment, il a ét¢ montré que le TGF-B réprimait 1’expression des protéines Id
(Inhibitor of Differentiation/ Inhibitor of DNA-binding 1-gene), 1d1, 1d2 et Id3 [16]. Ces
protéines contrdlent négativement la sortie du cycle cellulaire et I’entrée en différenciation de
divers types cellulaires. Elles fonctionnent comme des inhibiteurs des facteurs de
transcription a hélice-boucle-hélice (bHLH), essentiels pour la différenciation comme MyoD

ou ETA et peuvent interagir avec la protéine Rb [17]. La répression de Id semble jouer une

part importante dans I’action anti-proliférative du TGF-3 sur les cellules épithéliales [14-18].



Une des autres fonctions-clé du TGF-f est de réguler I’expression des protéines de la MEC
(Matrice Extracellulaire), incluant les collagénes fibrillaires et la fibronectine. Le TGF-3
réprime aussi la dégradation de la MEC en inhibant I’expression de metalloprotéinases et de
serine-protéases, et en augmentant I’expression d’inhibiteurs de protéases comme les TIMPS
(Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) ou PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1). Le
TGF-B est considéré comme un facteur anabolique puissant puisqu’il augmente le dépot et la
réparation du tissu conjonctif [19]. Le TGF-3, qui est exprimé principalement au cours de
I’embryogeneése, induit une réparation tissulaire sans cicatrice, assimilé au mode de réparation
de ’embryon alors que les embryons dont les all¢les codant pour le TGF-3 ont été invalidés
présentent des cicatrices apres blessure [20].

Le TGF-B joue également un réle important dans le maintien des fonctions immunitaires. Les
souris dont les alléles codant pour le TGF-B1 ont été invalidés meurent d’une nécrose
tissulaire grave et d’une réponse inflammatoire généralisée, quelques semaines apres la
naissance. Dans ce contexte, le TGF-3 a non seulement une action anti-proliférative sur les

lymphocytes T et les thymocytes mais il contrdle aussi leur différenciation et leur activation

[21].

TGF-B et pathologies

Fibrose :

Le TGF- induit des réponses pro-fibrotiques in vitro et in vivo, en augmentant I’expression
des composants de la MEC, en réprimant les enzymes cataboliques et en induisant la
prolifération des fibroblastes ainsi que leur différenciation en myofibroblastes. La
surexpression de TGF-f et la dérégulation de la voie de signalisation des Smads, impliquant
I’augmentation de la phosphorylation des Smad2/3 ou/et leur accumulation nucléaire, ou

encore la réduction d’expression de Smad7 ont été mises en évidence dans la fibrose [22].

Cancer :
La résistance aux effets anti-prolifératifs exercés par le TGF-f3 est une caractéristique de
nombreuses cellules tumorales. Le rdéle suppresseur de tumeur du TGF-B dans la

carcinogenese précoce se manifeste par la présence de mutations inactivatrices dans les genes



codant pour les récepteurs au TGF-f et les protéines Smads dans les carcinomes humains,
ainsi que par des études de développement tumoral dans des modeles murins [13]. En
contraste, le TGF-B peut devenir un facteur pro-oncogénique dans les stades tardifs du
développement tumoral, ce qui exacerbe le phénotype malin des cellules transformées. Le
TGF-B sécrété par les cellules tumorales peut contribuer indirectement a la croissance
tumorale en supprimant I’immuno-surveillance, ou en stimulant la production de facteurs
angiogéniques. Sa capacit¢ a induire la transition épithélio-mésenchymateuse dans de
nombreuses cellules néoplasiques peut aussi participer a ’augmentation des activités

invasives et métastatiques des cellules tumorales.

Potentiel thérapeutique :

Comme le TGF-B joue des roles antagonistes sur la tumorigénese en fonction du stade de la
progression tumorale, les approches thérapeutiques ciblant la voie de signalisation du TGF-f3
doivent étre considérées au cas par cas. La chimioprévention pourrait cibler I’augmentation de
la signalisation du TGF-f et promouvoir ainsi ses activités de suppresseur de tumeur, alors
que le traitement de cancers avancés nécessiterait des stratégies permettant d’inactiver le
TGF-f et ses voies de signalisation.

Parmi les approches thérapeutiques testées pour inhiber 1’effet délétére du TGF-B dans la
fibrose ou dans des stades de cancers avancés, on peut citer l’utilisation de protéines
chimériques TPRII-IgG Fc, d’anticorps neutralisant le TGF-3, d’antagonistes naturels comme
la décorine, ainsi que la surexpression de Smad7 ou de formes mutantes dominante négative
des récepteurs [20,22-24]. De facon intéressante, il a ét¢ montré que ’effet anti-tumoral des
drogues chimiopréventives comme les rétinoides ou le tamoxiféne est corrélée a leur capacité
a induire la production et I’activation du TGF-3 dans les cellules épithéliales.

Les molécules capables d’augmenter la signalisation des Smads ou d’inhiber 1’expression de
Smad7 pourrait court-circuiter les anomalies de signalisation au niveau des récepteurs, et ainsi
étre utilisées comme agents chimiopréventifs. Cependant, une telle approche peut
potentiellement accélérer le développement tumoral et doit donc étre considérée avec

précaution [13,23].



Conclusion

Avec ses activité pléiotropes, le TGF-B est impliqué dans de nombreux phénomenes
physiologiques normaux et pathologiques. L’étude de sa signalisation a permis de mieux
comprendre son rdle dans différentes pathologies humaines, comme la fibrose ou encore son
role antagoniste dans le développement tumoral. La compréhension des interactions avec
d’autres voies de signalisation permettra d’approfondir nos connaissances actuelles et de
proposer de nouvelles cibles thérapeutiques mieux adapter a chaque pathologie impliquant le

TGF-p.
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Légendes

Figure 1 : La maturation du TGF-B[]

Le TGF-B] est synthétis¢é comme un prépro- TGF-3, puis clivé par des endopeptidases de
I’appareil de Golgi pour former un petit complexe latent (SLC) constitué du TGF-B[] mature,
homodimeére de 24 kDa, associé¢ de fagon non covalente a deux LAPs de 80 kDa. Le TGF-3 [
est ensuite généralement sécrété sous forme d’un large complexe latent (LLC), associé¢ de
facon covalente avec les LTBPs. L’activation extracellulaire, finale du TGF-BT] nécessite sa

libération du LLC.

Figure 2 : La voie de signalisation des Smads.

TPRI est maintenu inactif par son interaction avec la protéine FKBP12. Apres fixation du
TGF-B a TPRII, TPRI est recruté et phosphorylé par I’hétérocomplexe TGF-B/TBRII. TRRI
phosphoryle alors Smad2 et Smad3. Les protéines Smad2/3 sont acheminées a la membrane
plasmique grace aux microtubules, et présentées aux récepteurs activés par des protéines
associées a la membrane comme SARA. Les R-Smads phosphorylés s’associent alors a
Smad4 et ce nouveau complexe est transporté dans le noyau ou il agit comme un facteur de
transcription. L’activité transcriptionnelle des Smads est modulée par la présence de co-
activateurs (co-A) et de co-represseurs (co-R). La protéine inhibitrice Smad7 peut empécher
la phosphorylation des R-Smads en s’associant a TBRI, empéchant ou initier la dégradation

par le protéasome des récepteurs activés en recrutant les ubiquitine-ligases Smurfl et Smurf2.
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