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Dissection moléculaire de la voie de transmission
du signal Hedgehog

es études récentes ont montré
une les protéines de la famille

Hedgehog (Hh) sont des molé-
cules «signal» qui contrélent de
nombreux processus d’induction et
de morphogeneése au cours du déve-
loppement de la drosophile et des
vertébrés [1, 2]. En outre, il a été
montré dans les derniers mois que
plusieurs affections humaines étaient
causées par des dysfonctionnements
de la signalisation Hh (m/s n°2,
vol. 13, p. 229; n°3, vol. 13, p. 402) [3].
Le premier membre de cette famille a
été identifié chez la drosophile. Les
propriétés organisatrices de cette pro-
téine sont observées a la frontiére
antéro-postérieure des segments
embryonnaires et des disques imagi-
naux larvaires, qui sont les primordia
des organes externes de I’adulte. Les
cellules du compartiment postérieur
des segments embryonnaires sécre-
tent la protéine Hh, qui va agir sur les
cellules voisines antérieures pour
controler I'expression d’une protéine
sécrétée de la famille Wnt, Wingless
(Wg). Cette derniére va en retour
maintenir I’expression d’Hh dans les
cellules postérieures, assurant ainsi
une production constante de ces pro-
téines sécrétées, dont dépend le
maintien de la frontiére comparti-
mentale antéro-postérieure, et la spé-
cification de I'ensemble des cellules
du segment [4]. De méme, la pro-
téine Hh sécrétée par les cellules du
compartiment postérieur du disque
d’aile va induire, le long de la fron-
tiere antéro-postérieure de ce disque,
Iexpression d’'une protéine sécrétée
de la famille TGFB, Decapentaplegic
(Dpp). Cette protéine, va agir dans
les compartiments antérieur et posté-
rieur du disque, en tant que morpho-
gene pour spécifier le destin de
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I’ensemble des cellules de laile. [5-8].
Ainsi, dans ces deux structures, Hed-
gehog est a I'origine d’une source de
protéines sécrétées, et chaque cellule
va finalement se différencier en fonc-
tion de la distance qui la sépare du
centre organisateur ainsi créé.

Chez les vertébrés il existe plusieurs
génes homologues de Hh. L’un
d’entre eux, Sonic hedgehog (Shh) est
également exprimé dans les centres
organisateurs embryonnaires que
constituent la chorde [2] et le
mésenchyme postérieur du bour-
geon de membre appelé «zone
d’activité polarisante » (ZPA). A par-
tir de la chorde, la protéine Shh va
agir directement, a courte et a
longue distance, pour induire les

structures ventrales du tube neural
[9], et pour polariser les somites
[10]. A partir de la ZPA, Shh va pola-
riser le bourgeon de membre via
I'induction du signal relais que
constitue la protéine sécrétée BMP2,
qui appartient, comme Dpp, a la
famille TGFp [11].

Les genes impliqués
dans le signal Hedgehog

Comment I'information Hh/Shh est-
elle transmise aux cellules cibles? Des
cribles génétiques réalisés chez la
drosophile ont permis d’identifier
huit genes qui interviennent dans le
processus de transmission du signal
Hh (Tableaw I) [12]. Certains tels que

Tableau |
PROTEINES IMPLIQUEES DANS LE CONTROLE DE LA VOIE HEDGEHOG

+ CREB binding protein CBP

Action sur les Nom Nature et fonction proposée
cibles de Hh
- Patched Ptc 12 domaines transmembranaires,
récepteur Hh
+ Smoothened Smo 7 domaines transmembranaires,
famille des serpentines
+ Fused Fu Ser-Thr protéine-kinase
- Suppresseur Sufu présence d’'une séquence
de Fused de type PEST
- Costal-2 Cos-2 kinésine, fixation aux
microtubules
- Slimb Simb présence de domaines F et WD,
ciblage de la dégradation de Ci?
- Protéine PKA Ser-Thr protéine-kinase
kinase A dépendante de I'’AMPc
+ Cubitus interruptus  Ci facteur de transcription

a doigts de Zn (type Gli)
co-activateur de Ci

En italiques: homologue connu chez les mammiferes.

En noir: action requise pour réponse a Hh.
En rouge: antagonistes de Hh.
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patched (ptc), costal-2 (cos-2) et le géne
codant pour la protéine-kinase
dépendante de 'AMPc (PKA) ont
une action négative sur la voie Hed-
gehog puisque leur perte de fonction
entraine l’expression ectopique de
ses genes cibles, tels que wg dans
I’embryon, ou dpp dans le disque
d’aile. Au contraire, smoothened (smo),
Sused (fu) et cubitus interruptus (ci) sont
requis pour l'activation de ces génes
cibles en réponse au signal Hh.
L’existence chez les vertébrés de
génes codant pour des protéines
dont la séquence et la fonction sont
similaires a celles, respectivement, de
Ptc, PKA, Smo et Ci sont révélateurs

de la remarquable conservation de la
voie Hh dans le monde animal [1]
(voir I’article de P. Gorry et D.
Lacombe, p. 607 de ce numéro).

Les récepteurs membranaires

Récemment, plusieurs laboratoires
ont entrepris une analyse molécu-
laire des différentes protéines de la
voie Hh et de leurs interactions.
Cette approche, développée en
étroite relation avec les données
génétiques, a permis de préciser les
grandes étapes de la transmission du
signal Hh, de sa réception a I’activa-
tion des genes cibles (figure 1).

Compartiment antérieur Compartiment

Hh postérieur
— <
N HH

.7

Activation de la voie
de hedgehog

imb)
set=s
;DKA

75
! ljhh,ptc

Répression de la voie

de hedgehog PS

Figure 1. Contréle de I'expression des génes cibles de Hedgehog (Hh) en
I'absence et en présence du signal. Dans les cellules qui ne recoivent pas le
signal Hh, I'activité de Smoothened (Smo) est réprimée par Patched (Ptc). Le
complexe Cos-2/Fu/Sufu/Ci est associé aux microtubules. Ce complexe, ainsi
que l'action de la PKA favorisent le clivage de Ci en sa forme répressive
Cip75. Ci est probablement ciblé vers le protéasome gridce a la protéine a
domaine F, SImb. La forme tronquée Cip75 réprime I'expression des génes
ptc et hh. La réception du signal Hh par Ptc léve I’effet inhibiteur excercé par
Ptc sur Smo et s’oppose a I'effet de la PKA. Cela induit une activation de Fu
qui inhibe alors Cos-2 et Sufu. Par conséquent, le complexe se sépare des
microtubules et la protéolyse de Ci diminue, favorisant I’'accumulation d’une
forme longue de Ci, Cip155. Cette forme longue est a l'origine de la forme
activatrice, Ciact, dont la nature précise reste a découvrir. Elle active les
cibles de Hh: wg et/ou dpp et ptc. En rouge: protéines agissant comme anta-
gonistes de Hh; en noir: protéines requises pour la transmission du signal
Hh. Action positive: - action négative: — . Cos: costal; Fu: fused; Sufu:
suppresseur de fused.

Deux protéines transmembranaires,
Ptc et Smo. avaient été préalable-
ment identifiées comme récepteurs
potentiels d’Hh/Shh. Des expé-
riences de co-immunoprécipitation
et de cross-linking réalisées a partir de
cellules de mammiféres en culture et
dans des ovocytes de xénope indi-
quent que le signal Shh/Hh se fixe a
un récepteur hétérodimérique formé
par l'association de ces deux pro-
téines [13-16]. En absence de ligand,
Ptc inhiberait I'activité constitutive
de Smo; la fixation de Shh/Hh a Ptc
(mais apparemment pas a Smo),
aurait pour effet de lever cette inhi-
bition (m/s n°3, vol. 13, p.402). La
fixation de Hh/Shh a Ptc aurait éga-
lement comme conséquence de res-
treindre la diffusion du signal, limi-
tant ainsi son champ d’action au
strict voisinage de sa source de pro-
duction [17]. Par ailleurs, on peut
remarquer que la signalisation par
Hh est soumise a un rétrocontrole,
dans la mesure ou, dans tous les sys-
temes connus faisant intervenir un
signal de ce type, ’expression du
géne pitc, qui code pour un régula-
teur négatif de la voie, est augmen-
tée par le signal. Enfin, malgré les
similitudes que présente Smo avec
les récepteurs des protéines G, et Ptc
avec les pompes échangeuses d’ions,
aucune donnée fonctionnelle ne per-
met actuellement d’élucider leur
mode d’action.

Le relais par Cubitus interruptus

A Tautre extrémité de la voie Hh, la
réponse nucléaire induite par le signal
est relayée par des facteurs de trans-
cription appartenant a la famille des
protéines a doigts de Zinc de type Gli,
tels que Cubitus interruptus (Ci) chez la
drosophile. Ainsi, Ci apparait comme
nécessaire et suffisant pour induire
I'expression des genes cibles de Hh.
En effet, la surexpression ectopique
de Ci dans des cellules qui ne recoi-
vent pas le signal Hh induit I'expres-
sion ectopique de pic, et de wg ou dpp
selon qu’il s’agit de I'embryon ou du
disque d’aile [18-20].

De maniére surprenante, Ci apparait
étre essentiellement cytoplasmique, y
compris dans les cellules qui recoi-
vent Hh. Pendant longtemps, on a
pensé que Hh réglait I'activité de Ci
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en augmentant, au niveau post-trans-
criptionnel, son accumulation.
Récemment, cette idée a été remise
en question par la mise en évidence
de la dualité du role de Ci: répres-
seur ou transactivateur suivant les
cellules [21]. En effet, dans les cel-
lules qui ne recoivent pas Hh, la pro-
téine cytoplasmique Ci subit une pro-
téolyse qui conduit a une forme
tronquée de 75kDa (Ci-p75), délétée
de sa partie carboxy-terminale, qui,
contrairement a la forme longue de
Ci, est présente dans le noyau. Gi-p75
parait agir (via le domaine a doigts
de zinc qui est toujours présent),
comme un répresseur de la trans-
cription des cibles de Hh (figure 1).
Au contraire, dans les cellules rece-
vant Hh, cette activité protéolytique
est inhibée et la forme longue de Ci
(155 kDa: Ci-plb5), qui agirait
comme un activateur de transcrip-
tion, s’accumule. L’accumulation, en
absence du signal Hh, de Ci-plbb
dans les cellules mutantes pour cos-2,
pte, ou le gene de la PKA, indique
que les produits respectifs de ces
génes interviennent dans le controle
de la protéolyse de Ci. Récemment,
une nouvelle protéine interagissant
avec la voie Hh, Slimb, a été identi-
fiée. Le fait que Slimb soit requis
pour la protéolyse de Ci, ainsi que la
présence d'une séquence (boite F)
caractéristique des protéines de la
voie de la dégradation protéique par
I’'ubiquitination, suggeérent un role
de Slimb dans le ciblage de Ci vers
les protéasomes [22].

La nature exacte de la forme activée
de Ci (Ci-act) n’est pas connue. En
réponse a Hh, Ci-pl55 cytoplas-
mique pourrait étre modifiée en
une forme nucléaire activatrice qui
serait en quantité trop faible pour
pouvoir étre détectée. Une autre
possibilité serait que les épitopes
reconnus par les anticorps utilisés
seraient masqués sur la protéine Ci-
act. Enfin, il faut signaler que Ci-
p155 (mais pas Ci-p75) a la capacité
de se lier a une protéine régulatrice
de la transcription, la CREB binding
protein (CBP) (m/s n°10, vol. 11,
p. 1113), qui augmente, dans des cel-
lules en culture, la transactivation
par Ci. La protéine CBP pourrait
donc agir in vivo comme un cofac-
teur de Ci-act [23].
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Un complexe cytosolique
lié aux microtubules

Par ailleurs, les relations molécu-
laires entre les différents composants
cytosoliques de la voie Hedgehog
commencent a étre décryptées. Un
complexe cytoplasmique de haut
poids moléculaire, qui inclut au
moins trois composants de la voie
Hh, a été récemment identifié [24,
25]. Ce complexe réunit la
sérine/thréonine-kinase Fu, dont la
fonction est nécessaire a 1’activation
transcriptionnelle des cibles de Hh,
la protéine Ci (du moins la forme
pl55), ainsi que Costal-2, une pro-
téine apparentée aux kinésines, pré-
cédemment identifiée comme un
régulateur négatif de la voie Hh [26,
27]. Ce complexe Fu/Cos-2/Ci est
associé aux microtubules, vraisembla-
blement wvia la kinésine Cos-2.
Lorsque des cellules en culture sont
traitées par Hh, Fu et Cos2 devien-
nent phosphorylées et, plus impor-
tant, le complexe se détache des
microtubules [24, 28]. En revanche,
I’association entre Fu et Cos-2 ne
dépend pas de la présence de Hh.
Un autre partenaire de la voie Hh,
Sufu, interagit simultanément avec
Ci et Fu [29]. Sufu est une nouvelle
protéine dont la fonction reste
inconnue, mais qui, comme Cos2,
semble agir comme un antagoniste
de 'activité de la kinase Fu [30, 31].
En effet, la perte de fonction de Sufu
(tout comme celle de Cos-2) peut
corriger le phénotype da a la perte
de fonction de Fu, et accentue les
effets dus a la perte de fonction de
Cos-2, ce qui suggere que ces deux
protéines agissent de maniéere coopé-
rative. Il est probable que Sufu fait
également partie du complexe de
haut poids moléculaire Fu/Cos-2/Ci
décrit ci-dessus.

Les questions suivantes...

Ces différentes observations révelent
donc trois effets du signal Hh: (1) il
empéche la liaison au cytosquelette
du complexe protéique constitué de
la kinase Fu, du facteur de transcrip-
tion Ci, de la kinésine Cos-2 et, vrai-
semblablement, de la protéine Sufu;
(2) il diminue la formation de la
forme répresseur de Ci; (3) il per-

met, ou favorise, I’apparition de la
forme activatrice de Ci.

Comment peut-on relier entre eux ces
différents événements? Trop d’élé-
ments manquent actuellement pour
élaborer un modele précis (quelle est
la forme activatrice de Ci? Est-elle pré-
sente dans le complexe? Quels sont les
autres constituants du complexe?...).
Cependant, il est vraisemblable que le
complexe multiprotéique mis en évi-
dence sert de site d’assemblage pour
tous les composants qui reglent le cli-
vage et les autres modifications de Ci
nécessaires a son activité transactiva-
trice. En absence d’Hh, la liaison du
complexe aux microtubules pourrait
retenir la forme longue de Ci dans le
cytoplasme, et elle faciliterait la pro-
téolyse de Ci qui engendre sa forme
répressive. En présence d’Hh, Cos-2 et
Sufu seraient inactivés, vraisemblable-
ment par la kinase Fu, et le complexe
se détacherait des microtubules. La
libération de la forme longue de Ci et
son éventuelle modification en forme
activatrice seraient alors favorisées.
Quoi qu’il en soit, il est clair que la
compréhension des mécanismes
intimes de I'activation de Ci passe
maintenant en priorité par la caractéri-
sation des autres composants du com-
plexe protéique, clé de voite de la
transmission du signal Hh =
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