VS ovess

médecine/sciences 1999 ; 15 : 1039-41

Les protéines Smad et TGF[:
I’'heure est a I'intégration...

Les membres de la superfamille du
TGFB (TGFB1 et les isoformes
TGFB2 et TGFB3, activines et BMP,
bone morphogenic protein) jouent un
role trés important dans les commu-
nications intercellulaires. Le TGFp,
en particulier, est une des cytokines
les plus étudiées en raison de ses
effets dans plusieurs processus biolo-
giques tels que la régulation du cycle
cellulaire, la formation de la matrice
extracellulaire, la réponse immuni-
taire ou le développement embryon-
naire. La dérégulation de la trans-
duction du signal du TGF conduit a
différentes maladies incluant des
fibroses tissulaires et est associée a
divers cancers. Les protéines Smad
sont les médiateurs intracellulaires
de la voie du TGFB et des autres
membres de la superfamille du TGF[3
(m/s 1999, n°4, p. 535 et 1999, n°8/9,
p. 1041). En présence de TGFpB, des
sérines situées dans la partie carboxy-
terminale de Smad2 et Smad3 sont
directement phosphorylées par TBRI,
le récepteur membranaire du TGFf(3
de type 1. Une fois phosphorylées,
Smad2 et Smad3 peuvent former des
hétéro-oligomeéres avec le facteur
Smad4 et migrer dans le noyau ou
elles reéglent la transcription de génes
cibles [1]. Ainsi, Smad3 est un fac-
teur de transcription qui reconnait
spécifiquement et directement une
séquence d’ADN appelée boite
CAGA, présente dans les promoteurs
de genes cibles induits par le TGF
comme PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor), le collagéne VII (m/s 1999,
n° 4, p. 535), cJun ou JunB. Il existe
enfin des Smad inhibiteurs de la
transduction du signal du TGF-f,
comme Smad7 qui, en bloquant la
phosphorylation de Smad2 et Smad3
par le TPRI, empéche la transloca-
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tion nucléaire de Smad2 et Smad3 et
donc leurs effets transcriptionnels.
Jusqu’ici, les protéines Smad s’inte-
grent dans un schéma relativement
simple contr6lé uniquement par le
TGFpB. Cependant, des rapports
récents indiquent que la voie des
Smad est réglée par d’autres signaux
que ceux provenant du TGFp.
D’autres travaux montrent égale-
ment que les Smad interagissent avec
des facteurs qui ne sont pas connus
pour dépendre du TGFp.

Peu de temps aprés l'identification
des protéines Smad comme média-
teurs intracellulaires des voies de
TGFB/activines/BMP, il avait été
montré que Smad2 pouvait agir
comme co-activateur transcription-
nel. Dans le cas du promoteur Mix2
chez le xénope, en présence d’acti-
vine, Smad2 interagit avec le facteur
de transcription FAST-1 qui se fixe
directement sur une séquence
d’ADN consensus de réponse aux
activines [2]. De méme, Smad2 peut
interagir avec le facteur de transcrip-
tion FAST-2 fixé sur un élément de
réponse aux activines du promoteur
goosecoid de la souris [3]. Dans ces
deux cas, Smad2 n’est pas capable de
reconnaitre directement une
séquence d’ADN, mais est indirecte-
ment ciblé sur le promoteur activé
du fait de son interaction avec un fac-
teur de transcription de la famille
FAST. Smad2 peut alors recruter
Smad4 et former un complexe
FAST/Smad2/Smad4 activant la
transcription. Plusieurs exemples
récents montrent que ce mode d’acti-
vation est plus général et que les pro-
téines Smad agissent comme co-acti-
vateurs en établissant des interactions
fonctionnelles spécifiques avec
d’autres facteurs de transcription tels

que Spl, cJun ou VDR (vitamin D
receptor). Par exemple, de telles inter-
actions peuvent en partie expliquer
les effets antiprolifératifs du TGF[3
sur certaines cellules comme les
hépatocytes. En effet, le TGFB est
connu pour activer la transcription
du promoteur de l'inhibiteur du
cycle cellulaire p21. Or, il ne semble
pas exister de séquence de type
CAGA qui permettent aux Smad de
se fixer directement sur le promo-
teur p21. En revanche, ce promoteur
contient plusieurs sites pour le fac-
teur de transcription Spl avec lequel
Smad3 peut spécifiquement interagir
de maniere fonctionnelle [4].
En présence de TGFB, Spl permet
alors de recruter un complexe
Smad3/Smad4 qui, transloqué dans
le noyau, co-active le promoteur p21.
Smad3 est aussi capable d’interagir
directement avec ’oncoprotéine
cJun qui forme avec c-Fos le facteur
de transcription AP-1 [5]. Cette inter-
action dépend de la présence de
TGFpB dans le milieu et permet une
coopération entre Smad3/Smad4 et
cJun/c-Fos sur le site AP-1 du pro-
moteur de la collagénase I. Cela sug-
gere que les voies de transduction
MAP kinases et Jun kinases peuvent
converger avec la voie TGFp sur les
sites AP-1 de certains promoteurs qui
integrent alors ces différents signaux.
Enfin, un dernier exemple montre
que Smad3 est capable d’augmenter
I’activité transcriptionnelle de VDR
qui se fixe sur les éléments de
réponse a la vitamine D contenus
dans certains promoteurs [6]. Cette
interaction est spécifique puisque
Smad3 n’augmente pas D’activité
transcriptionnelle des autres récep-
teurs hormonaux nucléaires (cestro-

genes, androgenes, glucocorticoides, m——
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Figure 1. Intégration de la voie Smad/TGF-3 aux autres voies de transduc-
tion de signaux. Les protéines Smad2 ou Smad3 (seule Smad3 est représen-
tée), apres leur phosphorylation par le récepteur du TGFf3 activé, s’associent
avec Smad4 pour migrer dans le noyau ou elles reglent la transcription de
genes cibles. Smad3 peut agir comme un facteur de transcription classique
en se fixant directement a une boite CAGA. Mais les Smad peuvent aussi ser-
vir de co-activateurs pour d’autres facteurs de transcription comme Sp1,
c-Jun ou VDR. L’activation de la voie MAP kinase par I'EGF aboutit & une
phosphorylation de Smad3 ou Smad2 dans le domaine linker et inhibe la
translocation nucléaire des Smad. De méme, I’activation de la voie interfé-
ron-y antagonise les effets transcriptionnels du TGFp. En effet, Stat1 active la
transcription de Smad7. Ce dernier inhibe la phosphorylation de SmadZ2 et

Smad3 par le récepteur du TGFp.

acide rétinoique). La partie amino-
terminale de Smad3 est, en effet,
capable d’interagir directement avec
VDR aboutissant a la formation d’un
complexe transcriptionnel stable
entre VDR, Smad3 et SRC-1 (co-acti-
vateur des récepteurs stéroidiens).
Ainsi, Smad3 agit comme un véri-
table co-activateur du VDR, donc, la
encore, fait converger les voies du
signal du TGFp et de la vitamine D
au niveau transcriptionnel. Les Smad
réglent donc la transcription en
réponse au TGFB en agissant soit
comme des facteurs de transcription
classiques se fixant directement sur
des séquences spécifiques comme la
boite CAGA, soit comme des co-acti-
vateurs pour des facteurs de trans-
cription réglés par une voie distincte,
qui les ciblent sur des promoteurs ne

messsmms contenant pas de boite CAGA. Ces
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caractéristiques des Smad permettent
sans nul doute au TGF de moduler
la transcription de nombreux génes,
insistant ainsi sur les effets pléiotro-
piques de cette cytokine.

L’ouverture de la voie Smad/TGFf
aux autres voies de transduction du
signal ne s’arréte pas la. En effet, des
travaux montrent que le devenir des
Smad dans la cellule n’est pas
contrdlé uniquement par le TGFp. 1l
est connu que le TGFp inhibe la pro-
lifération de cellules épithéliales
alors que 'EGF (epithelial growth fac-
tor), en activant la voie des MAP
kinases, induit la prolifération de ces
cellules. Des études récentes expli-
quent en partie cet antagonisme [7].
L’accumulation nucléaire des pro-
téines Smad2 et Smad3, en présence
de TGFpB, peut étre inhibée par un
mutant constitutivement suractivé de

la protéine Ras trouvé dans des cel-
lules épithéliales cancéreuses. En fait,
selon une cascade bien connue,
I’activation de la voie des MAP
kinases par 'EGF ou par le mutant
de Ras conduit a I'activation des pro-
téines MAP kinases Erk. Celles-ci peu-
vent alors phosphoryler les protéines
Smad2 et Smad3 dans leur domaine
linker, sur des résidus différents de
ceux phosphorylés par le récepteur
du TGFpB (TBRI). Cette phosphoryla-
tion dans le domaine linker empéche
la translocation nucléaire des Smad,
et par conséquent leurs effets trans-
criptionnels. Ainsi, dans ces cellules
épithéliales, selon le niveau d’activa-
tion de la voie TGF( ou de la voie des
MAP Kkinases, les protéines Smad2 et
Smad3 s’accumulent ou non dans le
noyau. Dans des cellules normales,
Smad2 et Smad3 intégrent donc les
effets antagonistes de la voie TGFp et
de la voie Ras/MAP kinases, condui-
sant a un blocage ou a une reprise du
cycle cellulaire. De maniére intéres-
sante, dans les cellules cancéreuses
dans lesquelles le TGFB n’est plus
capable de bloquer la prolifération,
Smad2 et Smad3 sont phosphorylées
de facon permanente dans leur
domaine linker en raison de la pré-
sence du mutant suractivé de Ras.
Ainsi sequestrées dans le cytoplasme,
Smad2 et Smad3 ne peuvent engager
le programme transcriptionnel
menant a I'arrét de la prolifération.

Un autre exemple d’antagonisme fai-
sant intervenir un mécanisme diffé-
rent vient d’étre décrit. Il est en effet
établi que le TGFf et I'IFN-y ont des
effets opposés sur diverses fonctions
cellulaires. Par exemple, le TGFB
inhibe les réponses inflammatoires et
immunitaires alors que I'IFN-y est
immuno-activateur. L’IFN-y est
connu pour activer la voie Jak/Stat.
En activant son récepteur membra-
naire, il conduit a I'activation de la
protéine kinase Jakl qui phosphoryle
le facteur de transcription Statl.
Celui-ci est transloqué dans le noyau
ou il se fixe sur ses genes cibles pour
en activer la transcription. Il vient
d’étre montré que Smad?7 est un des
genes cibles induits par I'IFN-y.
Smad7 est un Smad inhibiteur qui,
en empéchant la phosphorylation de
Smad?2 et Smad3 par le TPRI, bloque
la translocation nucléaire de ces fac-
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teurs et donc les effets transcription-
nels du TGFB. Ainsi, en activant la
transcription de Smad7, 'TFN-y anta-
gonise la voie du TGFP en inhibant
les effets nucléaires de Smad2 et
Smad3. Qu’il s’agisse du fonctionne-
ment des Smad comme co-activateurs
de facteurs de transcription réglés
par des signaux différents, ou de
transmodulation de la voie TGFpB par
d’autres voies comme celle des MAP
kinases ou de I'IFN-y, ces études tra-
duisent une vision plus générale
d’intégration de la voie Smad/TGFp
aux autres voies de régulation cellu-
laire m
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mem BREVES mmm

EEE  Smad ne trouve pas son che-
min tout seul... On croyait tout
savoir sur les Smad qui transmettent
au noyau le message du TGFB (voir
[11) (m/s 1999, n°8/9, p. 1039) et
voici SARA (Smad anchor for receptor
activation), identifiée par une
équipe canadienne, et dont la fonc-
tion est de guider Smad 2 et Smad 3
a proximité du récepteur du TGF3
[2, 3]. L’ADNc code pour une pro-
téine de 1323 acides aminés qui
contient un domaine dont la struc-
ture est proche de celle d’un
double doigt de zinc ou domaine
FYVE. Ces quatre lettres correspon-
dent aux initiales des quatre pre-
mieres protéines dans lesquelles
FYVE a été identifié (Fabl YOTB/
7K632.12,Vacl chez la levure, et
EEA1 chez les mammiféres) [4]. Le
domaine FYVE fixe le phosphatidyli-
nositol 3-phosphate (PtdIns-3P)
avec une grande spécificité et, par
conséquent, pourrait assurer
I’ancrage de protéines aux mem-
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branes [b]. Le domaine FYVE de
SARA est nécessaire a sa localisation
exclusivement cytoplasmique, et
SARA pourrait donc servir a mainte-
nir la protéine Smad2 non activée
dans le cytoplasme. En systéme acel-
lulaire, SARA s’associe a Smad 2 par
un domaine SBD (Smad binding
domain), situé sur la partie carboxy-
terminale au-dela du domaine
FYVE. Smad 2 et Smad 3, mais ni
Smad 4 ni Smad 1, se lient a SARA
par leur domaine MH2 (Mad homo-
logy domain). Indépendamment de
sa liaison a Smad 2, SARA interagit
aussi par sa partie carboxy-termi-
nale avec le complexe des récep-
teurs TGFpB. L’affinité pour SARA
de la protéine Smad 2 phosphorylée
étant moindre que celle de Smad a
I’état non phosphorylé, les consti-
tuants du complexe (récepteur du
TGFB — SARA — Smad 2) se disso-
cient apres fixation du ligand.
Smad 2 phosphorylée s’associe alors
avec Smad 4 et migre dans le noyau,

et SARA libérée peut a nouveau
recruter une protéine Smad2 non
activée, réalisant ainsi un véritable
cycle fonctionnel de SARA. SARA
n’a aucune interaction avec Smad 1.
Or Smad 1 est un relais essentiel de
la voie de transmission du signal de
la BMP (bone morphogenetic protein),
proche du TGFB (m/s 1998, n°1,
p.101). On peut donc parier qu’un
équivalent de SARA existe pour
Smad 1, et deux protéines candi-
dates sont déja sur les rangs...
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