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INTRODUCTION

Document 1-figure 1

La communication entre les cellules se fait par l'intermédiaire de molécules messages (hormones ou neurotransmetteurs). Lorsqu'elles parviennent à la surface de leur cellule-cible, ces molécules messages sont reconnues par d'autres molécules localisées sur la membrane cellulaire: les récepteurs membranaires.

La notion de récepteur a été établie pour la première fois par Ehrlich en 1910 dans ses travaux sur l'interaction des toxines et antitoxines : "pour agir un corps doit se fixer".

Aujourd'hui on peut donner la définition suivante : molécule existant en nombre limité dans des cellules -cibles, capable de reconnaître spécifiquement une seule molécule messager naturelle (ligand) ou un seul stimulant et d'induire à la suite de cette interaction un effet biologique particulier.

La communication cellulaire peut être schématiquement représentée par deux étapes:

· un signal extracellulaire se fixe sur un récepteur situé à la surface de la cellule et active le récepteur.

· Ce dernier stimule ensuite une série de signaux intracellulaires en cascade vers le noyau pour aboutir à une réponse cellulaire. (par exemple: prolifération ou différenciation).

On distingue trois classes de protéines parmi les acteurs de la transduction du signal: les récepteurs qui reçoivent le signal, les adaptateurs qui le distribuent, les effecteurs qui induisent la réponse cellulaire.

I - LA RECONNAISSANCE DU LIGAND PAR LE RECEPTEUR

A) Mise en évidence des récepteurs par un ligand marqué-mesure de la constante d’affinité

Document 1-figures 2 et 3

Figure 2

Mise en évidence de récepteurs par un ligand marqué
La méthode schématisée sur le document consiste à incuber des molécules messagers radioactives, soit par du tritium soit par de l'iode, avec des structures biologiques (membrane, cellule ou coupe de tissu) contenant des récepteurs. Au cours de l'incubation, les molécules messagers se lient aux récepteurs. On trie ensuite sur un filtre les molécules messages liées aux récepteurs de celles restées libres. Après rinçage du filtre par un tampon, on compte la radioactivité restant sur le filtre et on évalue ainsi le nombre de récepteurs restés occupés par la molécule message radioactive.

Figure 3

Calcul de la constante d’affinité ou de dissociation Kd

Kd : concentration de ligand à laquelle ¼ des sites de liaison du récepteur sont occupés. 

B/F=Rt/Kd – B/Kd

B : concentration de ligand lié

Rt : concentration totale des sites de liaison sur les récepteurs

F : concentration de ligand libre non lié

Pour les récepteurs à un site de fixation, B/F en fonction de B donne une droite dont la pente = -1/Kd et la rencontre avec l’axe des abscisses la concentration des sites. 

Expérience sur la scopolamine : antagoniste du récepteur m3 muscarinique de l’Ach.

Si un seul site ligand sur le récepteur : courbe de saturation (quantité de ligand lié B en fonction de la concentration de ligand libre F ) est Michaelienne et représentation de Scatchard  (B/F en fonction de B) linéaire. On en tire la constant de dissociation KD et le nombre maximum de ligand lié B max.

B) Agonistes et antagonistes

La plupart des messages naturels sont des agonistes. 

Agoniste : molécule qui se fixe sur son récepteur, l'active, entraînant des effets biologiques proportionnels à la concentration de l'agoniste.

Un ligand qui se fixe sur un récepteur et qui conduit à un effet maximal inférieur à celui résultant de la fixation d'un agoniste donnant l'effet maximal le plus élevé (agoniste plein) est dit agoniste partiel.

Antagoniste : molécule qui se fixe sur le récepteur mais qui ne l'active pas et n'induit aucune activité biologique. 

Document 2-figure 1

Effets  de différents ligands du récepteur muscarinique à l'acétylcholine:

L'effet biologique est déterminé par la production d'inositol phosphate dans des cellules de glandes lacrymales.

Carbachol et pilocarpine : même affinité pour le récepteur mais le carbachol: agoniste plein, la pilocarpine un agoniste partiel.

L'atropine qui n'induit aucun effet est un antagoniste.

Importance en pharmacologie :

· Antihistaminiques (antagonistes du récepteur de l'histamine) pour traiter des allergies.

·  bloquants qui empêchent la noradrénaline de se fixer sur les cellules cibles pour le traitement de l'hypertension: antagoniste du récepteur beta-adrénergique.

Plusieurs récepteurs peuvent exister pour une seule molécule

1- Démonstration par Ahlquist en 1948 pour la noradrénaline : récepteurs et

On connaît aujourd'hui 4 récepteurs adrénergiques principaux:

 muscles lisses des vaisseaux sanguins, iris, uretère, utérus…)

tissu adipeux, pancréas, muscles lisses des vaisseaux sanguins

muscle cardiaque, tissu adipeux, rein)

foie, muscle squelettique, muscle lisse des bronches, utérus, vaisseaux sanguins, pancréas, glandes salivaires)

(cascade du PI
(inhibition de l'adénylate cyclase par Gi
(Gs: activation de l'adénylate cyclase

(activation de l'adénylate cyclase par Gs



Importance pharmacologique de cette situation :

1 majoritaire dans le muscle cardiaque
   contraction

majoritaire dans les bronches  

 relaxation.

Si traitement des asthmatiques par la noradrénaline : brondilatation mais cardioaccélération !!

Fabriquer des agonistes synthétiques agissant préférentiellement sur l'un des récepteurs.

Salbutamol : agoniste 2 adrénargique administré par aérosol.

2- Pour l'acétylcholine  

Document 2-figures 2 et 3

- Les récepteurs nicotiniques Figure 2 (sensibles à la nicotine), qui est un récepteur canal (flux de K+ et de Na+). Il reconnaît une partie différente de la molécule d'acétylcholine. 

N1 : SN végétatif

N2 : jonction neuromusculaire

· les récepteurs muscariniques (sensibles à l'extrait de Amanita muscaria, alcaloïde fongique). Ce n'est pas un récepteur canal mais à 7 hélices transmembranaires. 

M2 : prot Gi : chute AMPc, ouverture canaux K+ : hyperpolarisation

SNC et cœur (vasodilatation et bradychardie)

Dans le cœur,  il est couplé à l'activation d'un canal K+ par l'intermédiaire d'une protéine Gi (G inhibitrice de l'adénylate cyclase). L'ouverture de ces canaux rend plus difficile la dépolarisation des cellules musculaires cardiaques d'où l'effet inhibiteur de l'acétylcholine sur le cœur. C'est la boucle intracellulaire C3 entre les hélices  5 et 6 qui joue un rôle dans l'interaction avec la protéine Gi.

M1 et M3 : Gq : + PLC, ouverture canaux Ca2+, chute flux de K+, dépolarisation

M1 : cortex

M3 : cervelet

M1 et M3 : neurones post-ganglionnaires et viscères

GRK: rôle dans la désensibilisation du récepteur, régulation de son activité. Si exposition du récepteur à son hormone pendant une durée longue, découplage fonctionnel entre le récepteur et la protéine G. Celui-ci est le résultat de la phosphorylation du récepteur par la PKA (stimulée par l'AMPc) et les GRK (G protein coupled receptor kinase). Cette phosphorylation se fait sur des résidus de la 3ème boucle cytoplasmique et extrémité C-terminale.

Récepteur-Gs: activation de l'adénylate cyclase

augmentation de l'AMPc
stimulation de la PKA

phosphorylation du récepteur

inactivation.

Ligand-récepteur

stimulation de GRK

phosphorylation des sérines à l'extrémité C-terminale.

II - CONFORMATION DES RECEPTEURS AU SEIN DES MEMBRANES

Méthode d'isolement des récepteurs : utilisation de messagers radioactifs ou mieux d'un antagoniste irréversible.

Exemple : l'bungarotoxine du venin de certains serpents se fixe avec une très haute affinité (Ka= 109l/mol) et une très grande spécificité au récepteur nicotinique de l'acétylcholine et peut être utilisée pour le purifier par chromatographie d'affinité. Des -bungarotoxines fluorescentes ou radiomarquées peuvent également être utilisées pour localiser et compter les récepteurs à l'acétylcholine. 

A) Récepteurs comportant une seule hélice transmembranaire ou dont les monomères comportent une seule hélice transmembranaire

1- Récepteur de l'EGF (Facteur de croissance épidermique) 

Document 3-figure 1

Facteur de croissance épidermique (epithelial growth factor). Récepteur le premier reconnu comme étant une protéine kinase spécifique de tyrosine (en 1982). L'EGF est une petite molécule (53 acides aminés) dont le récepteur est une protéine de 1200 acides aminés possédant un seul domaine transmembranaire et une partie extracellulaire glycosylée qui fixe l'EGF. Le domaine intracellulaire possède l'activité tyrosine kinase. La liaison de l'EGF sur son récepteur entraîne un dimérisation du récepteur, rendant les deux domaines intracellulaires capables de se phosphoryler mutuellement sur de nombreux résidus tyrosine. On parle d'autophosphorylation.

2- Récepteur de l'insuline
Document 3-figures 1 et 2

Récepteur composé de deux chaînes polypeptidiques et de deux chaînes Les chaînes  sont externes et contiennent les sites de fixation de l'insuline. Ce domaine comprend également des sites de glycosylation. La séquence des chaînes  fait apparaître des régions riches en cystéine, comme pour le récepteur de l'EGF. Certaines de ces cystéines sont impliquées dans des ponts disulfures intramoléculaires qui confèrent à l'ensemble une certaine rigidité. 

Le domaine transmembranaire est constitué d'un segment de 23 résidus d'acides aminés sur chacune des chaînes .

Le domaine cytoplasmique est constitué de 403 résidus, on y trouve de nombreuses tyrosines (Y) nécessaires à l'activation du récepteur et un région portant l'activité tyrosine kinase et une séquence consensus de fixation de l'ATP.

La liaison de l'insuline à son récepteur induit l'autophosphorylation de nombreuses tyrosines du domaine cytoplasmique; Le récepteur est le premier substrat de son activité tyrosine-kinase.

Le récepteur étant un dimère, son activation ne nécessite pas une dimérisation comme dans le cas de l'EGF. Les deux sous-unités  non occupées imposent une contrainte structurale le maintenant dans un état inactif.

3- Le récepteur de la transferrine

Document 3-figure 3

Ce récepteur fixe le complexe transferrine-Fe3+ (ferrotransferrine) et permet aux cellules de s'approvisionner en fer.

Contient deux chaînes polypeptidiques identiques reliées par un pont disulfure. Un segment d'environ 26 résidus hydrophobes traverse la membrane plasmique et un petit segment N-terminal est cytoplasmique. Chaque chaîne est attachée  du côté trans à un acide gras, le palmitate, et les polypeptides sont phosphorylés côté cis.

4- Le récepteur des cellules T
Document 3-figure 4

Difficiles à isoler car non sécrétés et caractérisés chimiquement seulement en 1983

Composé d'une chaîne polypeptidique  et d'une chaîne liées par un pont S-S. Chaque chaîne est longue d'environ 280 acides aminés et a une région extracellulaire repliée en deux domaines de type Ig, l'un variable (V) et l'autre constant (C). Un site de combinaison antigénique formé par les domaines V et V est très similaire au site de combinaison antigénique d'un anticorps. Mais les récepteurs T n'ont qu'un seul de ces sites contrairement aux anticorps qui en ont deux. L'hétérodimère est associé de façon non covalente à une série de protéines invariantes qui aident à activer la cellule T (corécepteurs CD3 , CD4 des cellules T auxiliaires qui reconnaît les molécules de classe II du CMH et CD8 des cellules T cytotoxiques qui reconnaît les molécules de classe I du CMH).

Une faible proportion de cellules T fabrique des récepteurs hétérodimériques composés de chaînes etils apparaissent très tôt au cours du développement et sont retrouvés dans l'épithélium (peau, intestin) où ils constituent une première ligne de défense.

B) Récepteurs comportant 7 hélices transmembranaires

Schéma général et classification : document 4- figure 1 et tableau 1

1) La rhodopsine

Document 4- figures 2 et 3

C'est la protéine responsable de la transduction du signal visuel. Elles est présente en quantité importante dans les disques membranaires du segment externe des bâtonnets rétiniens. Du fait de cette abondance et de la relative facilité d'obtention et de purification, elle fait l'objet de nombreuses études biochimiques.

On distingue 7 régions qui correspondent à 7 hélices  transmembranaires dont 4 seraient perpendiculaires au plan de la membrane et 3 inclinées. Le rétinal, ligand physiologique de la protéine qui subit une isomérisation à la suite de l'absorption d'un photon, est localisé au centre de la protéine, au milieu des segments transmembranaires. L'extrémité N-terminale est le site de glycosylations. L'extrémité C-terminale est cytoplasmique.

Analogie avec la bactériorhodopsine aussi à 7 hélices transmembranaires avec un rétinal mais absence d'homologie de séquences, de disposition des hélices  et rôle fonctionnel différent (pompe à protons activée par la lumière chez la bactérie halophile Halobacterium salinarium).

Remarque: échelle de Kyte et Doolittle

On utilise la séquence en acides aminés de la protéine. La recherche des régions de la protéine qui pourraient correspondre à des segments transmembranaires en hélice ( est possible grâce à l'établissement d'un profil d'hydrophobicité de la protéine.

On assigna à chaque acide aminé un indice d'hydrophobicité et on parcourt la séquence en portant sur un graphique l'indice de l'acide aminé en fonction de sa position dans la séquence.

Ce profil fait apparaître des régions de 20 à 30 acides aminés hydrophobes qui correspondent aux hélices (.

L'indice d'un acide aminé:

Approche thermodynamique: mesure du coefficient de partage d'un acide aminé entre un solvant aqueux et un solvant apolaire. Plus le partage est un facteur du solvant apolaire, plus l'acide aminé est hydrophobe.

Approche statistique: connaissance de la localisation des chaînes latérales d'un grand nombre de protéines solubles globulaires (diffraction aux rayons X). Une chaine latérale est soit

· entièrement en contact avec le milieu aqueux

· enfouie dans le milieu hydrophobe

· localisée en surface en contact partiel avec l'intérieur et l'extérieur.

Echelle d'hydrophobicité des chaînes latérales des acides aminés.

2) Le récepteur adrénergique

Document 4-figure 2

Egalement constitué de 7 hélices transmembranaires. La fixation de l'adrénaline entre les hélices 3, 4,5 et 6 conduit à l'activation de l'adénylate cyclase via une protéine Gs.

C) Récepteurs complexes comportant différentes sous-unités

Document 2-figure 2 

Le récepteur nicotinique de l'acétylcholine

Etudié au niveau des jonctions neuromusculaires et de l'organe électrique de torpille.

Apparaît en microscopie électronique comme une structure annulaire avec un diamètre de 8 nm et une cavité centrale de 2 nm. Il est formé de 4 sous-unités  de masse moléculaire comprise entre 50 et 60 kDa dans une stoechiométrie   pour une masse moléculaire totale de 170 kDa. A ce pentamère s'ajoute une sous-unité régulatrice de 43 kDa sur la face cytoplasmique de la membrane.

Ces 5 sous-unités homologues () forment un pore  transmembranaire. Les deux sous-unités  contiennent le site de fixation de l'acétylcholine. Chaque sous-unité contient environ 500 résidus d'acides aminés et traverse la bicouche sous forme de quatre hélices à . Donc la partie transmembranaire du récepteur contient 20 hélices . 

La partie canal du récepteur serait formée par l'association des hélices hydrophobes transmembranaires M2 de chacune des sous-unités. 

La liaison du ligand entraîne un changement de structure et une légère rotation des 5 hélices , la barrière hydrophobe au centre du canal n'existe plus et les ions peuvent y circuler.

III - DIVERSITE DES LIGANDS OU STIMULANTS RECONNUS PAR LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES ET REPARTITION DE CES RECEPTEURS

A) Macromolécules ou particules devant pénétrer dans la cellule

Récepteur situé sur la membrane plasmique.

1- Pour permettre des synthèses
Exemple des particules de LDL

Document 5- figure 1

Les LDL ou light density lipoprotein

Particules de cholestérol estérifié entourées par une monocouche de phospholipides et cholestérol. Associée à une apoprotéine B-100 qui est responsable de la liaison au récepteur des LDL des cellules non hépatiques (situé dans des puits recouverts de clathrine).

Alimentent les cellules en cholestérol afin d'effectuer des synthèses (membranes, stéroides…).

Document 5- figure 3

Le récepteur aux LDL est constitué de 5 domaines : 

· un domaine de liaison à l'apolipoprotéine B

· un domaine de liaison des sucres N-liés

· un domaine portant des oses O-liés

· un domaine transmembranaire

· un domaine intracytoplasmique C-terminal

 Document 5- figures 2 et 4

L'endocytose du complexe LDL-récepteur comprend la fusion avec des lysosomes; l'apolipoprotéine est hydrolysée en acides aminés et les esters de cholestérol hydrolysés par une lipase acide.

Recyclage du récepteur vers la membrane alors que le cholestérol est utilisé pour des biosynthèses (membranes, stéroïdes). Il peut d'autre part être stocké après réestérification catalysée par l'ACAT (acétyl CoA, cholestérolacyl transférase).

Le taux de cholestérol est contrôlé de deux façons : 

· le cholestérol libéré inhibe le gène de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA réductase. La synthèse de novo du cholestérol est bloquée.

· Le récepteur des LDL est régulé : pas de synthèse de nouveaux récepteurs quand le cholestérol est abondant.

L'absence de ces récepteurs conduit à l'hypercholestérolémie familiale et à l'athérosclérose.

2- Pour y être stockées
Document 6-figure 1

Exemple du vitellus  dans l'ovocyte de poule.

Les lipoprotéines subissent une endocytose par récepteur dans les ovocytes afin d'y être stockés pour permettre la constitution de réserves, le "jaune" en vue du développement d'un embryon.

3- Pour y être dégradées
Document 6-figure 2

Exemple de la phagocytose des bactéries

Les anticorps IgG constituent la classe prédominante des Ig dans le sang. Leur région Fc a la capacité d’activer le complément et se lie également à des récepteurs spécifiques portés par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles. C’est grâce à ces récepteurs Fc que les cellules phagocytaires lient, ingèrent puis détruisent les microorganismes étrangers. 

Rem : les cellules placentaires ont des récepteurs qui se lient à la région Fc des IgG, permettant leur transcytose vers le sang fœtal.

B) Macromolécules devant être échangées entre différents compartiments  cellulaires

Le récepteur situé sur les membranes des compartiments cellulaires.

Document 6-figures 3 et 4

· Exemple des glycoprotéines de l'appareil de Golgi destinées aux lysosomes, rôle des récepteurs mannose-P dans l'appareil de Golgi.

Contrairement aux autres glycoprotéines triées dans le réseau trans golgien, les enzymes lysosomiales possèdent des résidus mannose phosphorylés qui servent de signaux de reconnaissance. Les enzymes lysosomiales sont identifiées et capturées par les récepteurs de mannose 6-phosphate qui sont des protéines membranaires intrinsèques du réseau trans golgien.

a) les enzymes lysosomiales sont identifiées dans les citernes cis par un enzyme qui transfère une N-acétylglucosamine phosphorylée à un ou plusieurs résidus mannose des oligosaccharides. La partie 

glucosamine est enlevée par une autre enzyme laissant les résidus mannose-phosphate sur la chaine saccharidique.

b) Les récepteurs mannose 6-phosphate possèdent des sites de liaison des deux cotés de la membrane du RTG. Une partie du récepteur en saillie dans la lumière du RTG s'unit à une enzyme lysosomiale, alors qu'une autre partie émergeant dans le cytosol s'unit à une molécule d'adaptine dans un des complexes d'adaptateur assemblés à la surface du RTG. Une fois formée, la vésicule tapissée de clathrine qui bourgeonne à partir du RTG est guidée vers un endosome tardif avec lequel elle fusionne. 

Le pH acide qui y règne (6) permet la dissociation des hydrolases lysosomiales et de leur récepteur du M6P. Ces récepteurs sont récupérés dans des vésicules de transport qui bourgeonnent des endosomes tardifs et sont renvoyés vers la membrane du réseau transgolgien pour etre réutilisés. 

Adaptine: la clathrine s'assemble à l'extérieur de la couche d'adaptine dont le rôle est double: unit les molécules de clathrine à leur face externe et les queues cytoplasmiques des récepteurs membranaires spécifiques à leur face interne.

C) Substances présentes dans le milieu environnant

Récepteur situé sur la membrane plasmique.

Document 7, figures 1,2,3

Exemple de la chimiotaxie chez les bactéries
A : nage régulière puis bascules brèves 

Figure 2 : Un modèle de la structure homodimérique du récepteur protéique chimiotactique de l'aspartate. La structure tridimensionnelle du domaine extracellulaire a été obtenue par diffraction aux rayons X. Les domaines intracellulaires enroulés ont été déduits à partir de l'analyse des séquences d'acides aminés. Ils contiennent 4 sites de méthylation sur chacune des deux chaînes polypeptidiques. On pense que la 

fixation de la molécule informative dans l'espace périplasmique induit un changement conformationnel au niveau du récepteur qui se propage à travers la membrane.

B : nage régulière en direction de la substance attractive

Figure 3 : différents types de récepteurs chimiotactiques

Les substances chimiques attractives se lient aux récepteurs de types 1 (sérine) et 2 (aspartate) dans la membrane plasmique ou aux protéines périplasmiques de liaison au substrat qui se lient alors aux récepteurs de types 3 (glucides) et 4 (dipeptides). 

La liaison d'une substance au substrat diminue l'activité du récepteur, annulant la cascade d'informations intracellulaires. 

Les molécules de transmission du signal sont les protéines che qui interagissent par phosphorylation et déphosphorylation.

Le moteur flagellaire continue ainsi à tourner dans le sens inverse des aiguilles d'une montre, les bascules sont supprimées et la nage est régulière et continue.

D) Composant de la matrice extracellulaire

Récepteur situé sur la membrane plasmique.

Document 8-figure 1

· Exemple du récepteur de la fibronectine = une intégrine

Il se lie à une protéine de la matrice extracellulaire: la fibronectine et au cytosquelette d'actine (via la taline et l'( actinine). Elle sert donc de lien transmembranaire. Les chaînes (, ( sont glycosylées et maintenues par des liaisons non covalentes.

Chaîne (: d'abord longue chaîne de 140 kDa puis clivée en une courte chaîne transmembranaire et une longue chaîne extracellulaire associées par un pont S-S. La chaîne extracellulaire: repliée en 4 domaines de liaison des cations divalents (Ca2+, Mg2+).

Chaîne (: région riche en résidus cystéine avec ponts S-S intracaténaires. MM 100 kDa.

Les intégrines sont des protéines réceptrices d'un grande importance car elles sont le principal moyen par lequel les cellules se lient et répondent à la matrice extracellulaire. 

La liaison des intégrines à leur ligand est dépendante de cations divalents extracellulaires, le Ca2+ ou le Mg2+ selon les cas. 

E) Antigènes de surface au cours des réactions immunitaires

Récepteur situé sur la membrane plasmique.

Voir Cours d'immunologie de licence

· Exemple des antigènes présentés par le macrophage au lymphocyte T

· Exemple des antigènes d'une cellule infectée.

F) Stimulants physiques

Récepteur sur la membrane des disques.

Document 8, figure 2

· Exemple de la lumière stimulant la rhodopsine des disques du segment externe des bâtonnets rétiniens. 
Une molécule de rhodopsine activée par un photon catalyse l'activation de molécules de tranducine ou protéines Gt qui activent à leur tour des molécules de PDE dont chacune assure l'hydrolyse de GMPc. Fermeture de canaux Na+ et hyperpolarisation de la membrane du bâtonnet.

G) Médiateurs provenant d'autres cellules de l'organisme et ne pouvant traverser la membrane

1- Médiateurs chimiques locaux

Interleukines intervenant dans la réponse immunitaire spécifique.

Histamine : médiateur de la réaction inflammatoire

Prostaglandines de la réaction inflammatoire

CO et NO

2- Neurotransmetteurs

3- Hormones

IV - MECANISMES D'INTERVENTION DES RECEPTEURS DANS LA PRODUCTION DE L'EFFET BIOLOGIQUE

A) Transfert de matière

Document 9, figures 1,2,3

Endocytose par récepteurs : les récepteurs sont internalisés puis recyclés.
· C'est le cas de la transferrine 

- Des LDL 

- Des asialoglycoprotéines 

Glycoprotéines à terminaison galactose dans les hépatocytes. Les chaînes glycosylées de nombreuses glycoprotéines se terminent par un résidu d'acide sialique.

Ces glycoprotéines en cours de vieillissement perdent les résidus d'acide sialique exposant ainsi d'autres résidus, principalement le galactose. Le galactose terminal des asialoglycoprotéines est reconnu par un récepteur localisé dans la membrane plasmique des cellules hépatiques. Celui-ci est constitué par l'association non covalente de 2 chaînes différentes (HL1 et HL2).

Après fixation sur le récepteur, l'asialoglycoprotéine est éliminée par endocytose. Celui-ci est recyclé et le ligand dégradé dans les lysosomes.

- Des IgA et IgG : IgA : transcytose entre liquide extracellulaire, cellule épithéliale, lumière

B) Transfert d'information

Les récepteurs restent sur la membrane : nécessité d'un mécanisme de transduction.

1- Récepteurs transduisant eux-même le signal extracellulaire 

a) Récepteurs canaux ioniques
Document 2-figure 2

Exemple du récepteur nicotinique de l'acétylcholine

L'Ach se fixe aux sous-unités  avant l'ouverture du canal. Le complexe  récepteur change sa conformation et forme un pore dans les parties intramembranaires (les hélices M2 des 4 hélices des 5 sous-unités forment ce pore). Un flux d'ions K+ sortant et de Na+ entrant est crée à travers le canal selon leur gradient électrochimique.

La dépolarisation initie un signal électrique, potentiel d'action, qui sera propagé rapidement.

C 'est aussi le cas du récepteur GABA (canal Cl-) et le récepteur 5HT3 (canal Cl-).

b) Récepteurs enzymes ou catalytiques
Document 10, figure 1

Tous les récepteurs de ce groupe possèdent un site extracellulaire pour la liaison au ligand, un seul domaine transmembranaire en hélice  et un domaine cytosolique de taille variable portant une activité enzymatique intrinsèque stimulée par la fixation au ligand.

4 types de récepteurs peuvent être distingués

· le récepteur le mieux connu a une fonction kinase spécifique des résidus tyrosine

· récepteur à activité phosphatase spécifique des tyrosines donc une fonction inverse du précédent

· récepteur à activité guanylate cyclase

· à activité kinase spécifique des résidus sérine et thréonine.

Les récepteurs à activité tyrosine kinase font partie d'une famille ayant des caractéristiques structurales communes. Chaque chaine possède un segment transmembranaire en hélice .

L'extrémité N-terminale de ces récepteurs est localisée dans le domaine extracellulaire, elle est glycosylée. Dans le cytoplasme, un domaine juxtamembranaire précède le domaine catalytique portant l'activité tyrosine kinase. On y trouve des sites de fixation de l'ATP consensus, un site de liaison au substrat. 

On peut les subdiviser en sous- familles selon leur structure.

Figure 2

· Le récepteur à l'EGF peut être considéré comme le représentant d'une première sous-famille. Constitué d'une seule chaine, il possède un domaine extracellulaire riche en cystéines.

Facteur de croissance épidermique: stimule la prolifération de nombreux types cellulaires. Agit comme signal inducteur au cours du développement embryonnaire : multiplication des cellules épithéliales, fibroblastes, neurones, astrocytes.

· L'IGF-1 ou somatomédine 1: aide à la survie des cellules, stimule le métabolisme cellulaire, stimule la prolifération cellulaire en collaboration avec d'autres facteurs de croissance.

· Le récepteur de l'insuline est le représentant d'une deuxième sous-famille. 2 ensembles  et  sont reliés par un pont disulfure.

· Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF)

Facteur de croissance des fibroblastes, nombreux sous-types.

Stimule la prolifération de nombreux types cellulaires, inhibe la différenciation de nombreux types de cellules souches. Signal inducteur du développement embryonnaire. Multiplication de cellules dérivées du mésoderme (fibroblastes, cortex surrénal, muscles lisses, cellules épithéliales)

· Le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le M-CSF

Le PDGF: facteur de croissance dérivé des plaquettes, stimule la prolifération des cellules du tissu conjonctif et de certaines cellules neurogliales. Produit dans les plaquettes, multiplication cellules musculaires lisses, fibroblastes

Le M-CSF: facteur stimulant les colonies de macrophages.

Figure 3

Le TGF(: transforming growth factor . Agit sur certaines cellules pour stimuler leur prolifération et sur d'autres cellules pour l'inhiber. Potentialise ou inhibe les réponses de la plupart des cellules aux autres facteurs de croissance, selon le type cellulaire. Contrôle la différenciation de certains types cellulaires. Signal inducteur du développement embryonnaire.

Document 11, figures 1,2,3,4,5

Dans les années 1980, plusieurs équipes de biologistes ont montré que la liaison des hormones sur les récepteurs à tyrosine kinase provoque l'appariement de ces récepteurs qui se phosphorylent alors mutuellement. Les adaptateurs moléculaires, protéines de transduction du signal, n'ont pas d'activité enzymatique propre mais sont constitués d'uns succession de domaines d'interaction protéine-protéine. Ils jouent un rôle très important dans la distribution du signal au niveau des molécules effectrices.

Les domaines liant des tyrosines phosphorylées

Deux domaines protéiques ont été décrits pour leur capacité de reconnaître des séquences peptidiques contenant une tyrosine phosphorylée: les domaines SH2 et PTB.

Les domaines SH2 (Src homology domain 2)

s'adaptent aux tyrosines phosphorylées.

Découvert en 1986 dans une grande variété de protéines à activité tyrosine kinase (PTK) impliquées dans la transduction du signal. Cinq ans plus tard, sa fonction propre, la reconnaissance spécifique de séquences peptidiques contenant une tyrosine phosphorylée, a été mise en évidence.

Ces domaine formés d'une centaine d'acides aminés sont constitués de deux hélices  qui encadrent un feuillet .

Une protéine constituée seulement de domaines connecteurs peut fonctionner comme un rallonge à prises multiples branchée sur une prise murale unique. Ex : grb2

Grb2: 25 kDa est constitué d'un domaine SH2 relié à deux domaines SH3 amino et carboxy-terminaux. Connecteur sans activité enzymatique.

Les domaines SH3 (Src homology 3) sont constitués d'environ 60 acides aminés et se retrouvent dans un grande variété de protéines de signalisation cellulaire, du cytosquelette ou encore de la réponse immunitaire. Leur rôle dans la cellule est varié: localisation cellulaire, régulation. Spécificité du domaine SH3 pour des peptides riches en proline. Ils se lient à une protéine SOS dont l'un des domaines est enzymatique.

On a identifié une centaine de protéines dotées de ce domaine SH2.

Chaque domaine SH2 comporte une première région qui s'adapte sur la tyrosine phophorylée et une 2ème région différente selon les domaines SH2 qui reconnaît un motif particulier d'environ 3 acides aminés à proximité de la tyrosine phosphorylée.

Tous les domaines SH2 se fixent à une tyrosine phosphorylée mais avec une affinité particulière pour les acides aminés adjacents du récepteur.

Le domaine SH2 est spécifique d'un récepteur donné.

PTB (phospho-tyrosine binding domain)

Est capable de se fixer sur des protéines phosphorylées et se lie avec une spécificité amino-terminale en amont de la tyrosine phosphorylée.

Découvert en 1994, il est de 200 acides aminés environ. Sa structure tridimensionnelle est constituée de 7 brins  et 3 hélices .

Exemple du facteur de croissance plaquettaire (PDGF)

Libéré après rupture d'un vaisseau sanguin par les plaquettes sanguines







Libération du PDGF

· liaison à un récepteur tyrosine kinase spécifique situé sur la membrane plasmique des cellules de muscle lisse de la paroi des vaisseaux sanguins.


· Appariement des récepteurs

· Phosphorylation d'une tyrosine sur chacun d'eux.

· Cette modification attire une protéine Grb2 vers le récepteur, constituée d'un domaine SH2 spécifique et de l'association de deux autres domaines connecteurs SH3. fixation du connecteur sur le récepteur


Activation d’une protéine SOS


Cette protéine SOS active une protéine Ras de la membrane des cellules musculaires.


Activation de Raf (protéine kinase)


Cascade des MAP kinase


Entrée dans le noyau


Activation de facteurs de transcription spécifiques


Activation de gènes codant pour des protéines du cycle cellulaire

Activation de la division cellulaire


Cicatrisation des vaisseaux

Fonctionnement : exemple de l'insuline
Document 11

Figure 1 : La fixation de l'insuline sur son récepteur entraîne une interaction allostérique des deux parties du récepteur. Autophosphorylation avec phosphorylation d'une sous-unité  par l'autre sous-unité  sur des résidus tyrosine particuliers. 

Figure 2 : 

Phosphorylation de diverses protéines :  les protéines substrats du récepteur de l'insuline (IRS).

Figure 3 et 4 : 

 Celle-ci phosphoryle à son tour des protéines à domaine SH2 (Grb2, PI3K, PLCSyp). 

Chaque protéine à domaine SH2 peut activer une voie de transmission différente. Donc le message que l'insuline a fixé à la surface de la cellule peut suivre plusieurs voies indépendantes. 

- L'une d'elles peut stimuler la synthèse de l'ADN et la division cellulaire

· l'activation de la glycogène synthétase

· Figure 5 la translocation de transporteurs du glucose vers la membrane plasmique des cellules-cibles de l’insuline.

La PI(3)K est un des effecteurs les mieux connus possédant un domaine SH2 qui se fixe à un SRI phosphorylé. 

Cette PI3K catalyse une réaction au cours de laquelle un groupement phosphate est ajouté au PI (phosphatidyl inositol). Les produits : PI 3,4-bisphosphate et le PI 3,4,5 triphosphate sont des précurseurs de nombreux messagers intracellulaires qui contiennent de l'inositol. Le taux de ces PI est en étroite corrélation avec les modifications de la croissance des cellules-cibles et ils font partie de la voie utilisée par l'insuline pour stimuler la division cellulaire.

2- Récepteurs couplés à des systèmes effecteurs distincts, les protéines G (RCPG)
Document 12, figure 1

Le transducteur est la protéine G 

Document 13, figure 1

Figure 2 : 

La difficulté de clonage de ces récepteurs réside dans le fait qu'ils sont difficiles à purifier, que leur localisation est souvent limitée à l'intérieur d'un organe, et qu'ils existe un grand nombre de sous-types (D1 àD5 par ex).

Les premiers membres de la famille à avoir été clonés sont le récepteur dopaminergique D2 et le récepteur -adrénergique. Les segments transmembranaires sont constitués de séquences polypeptidiques très conservées, ce qui a permis le clonage d'autres RCPG par homologie grâce à la PCR. Le cas des récepteurs muscariniques est à noter: pas d'introns donc clonage possible des gènes plutôt que l'ADNc.

Leur caractérisation s'effectue par expression de ces récepteurs dans des cellules eucaryotes et l'étude de leur fonctionnalité vis-à-vis de certains ligands.

Les récepteurs couplés aux protéines G constituent la famille la plus nombreuse des récepteurs membranaires. Elle comprend plusieurs centaines de membres cibles de signaux variés : photons, neurotransmetteurs, nucléotides, agents olfactifs, lipides, protéines…

Figure 4

Tous les récepteurs sont constitués d'une seule chaîne polypeptidique possédant 7 segments transmembranaires en hélice  A ce jour seules la bactériorhodopsine et la rhodopsine de bœuf ont été cristallisées et tous les modèles existants sont construits à partir de ces structures.

Figure 3

Les protéines G

4 classes:

· facteurs d'élongation (EF-Tu et EF-G)

· proto-oncogènes de type Ras intervenant dans la signalisation cellulaire

· petites protéines G de type Rab intervenant dans les phénomènes de sécrétion vésiculaire et d'adressage

· protéines G hétérotrimériques sont des hétérotrimères constitués de trois sous-unités   et Le nombre de gènes identifiés chez les mammifères est de: 20 chaînes , 5 chaînes , 12 chaînes .
On peut les classer en différentes catégories selon leur sous-unité :

Gs : récepteur -adrénergique, glucagon, TSH. Activatrice de l'adénylyl cyclase, du canal calcique

Golf : récepteur de l'olfaction, active l'adénylate cyclase

Gi : récepteur Ach muscarinique M2 et 2-adrénergique. inhibitrice de l'adénylyl cyclase, stimule le canal K+
Go : récepteur Met-enképhaline, inhibitrice des canaux Ca2+
Gt ou transducine : rhodopsine, opsine des cônes qui active la phosphodiestérase PDE dans les photorécepteurs des bâtonnets de la rétine

Gq  : récepteur Ach muscarinique M1. qui active la phospholipase C

G13 activant l'échangeur Na+/H+ et la phospholipase A2

Ex : angiotensine II sur myocytes vasculaires

Document 13, figure 1

Exemple d’association et de dissociation des protéines G

a) Couplage des récepteurs à l'adénylate cyclase
Document 13, figure 2

Activation de l’adénylate cyclase par (s et régulation par 

AC : Enzyme TM, les effets de différentes S.U. des protéines G peuvent être étudiées in vitro sur des membranes isolées et solubilisées en détergent non dénaturant.

Forme active (s active Adénylate cyclase I ,II, III

L’addition ultérieure de (( inhibe l’activité de l’adénylate cyclase I , potentialise celle de type II et est sans effet sur celle de type III

Document 14, figure 2

Le ligand se fixe sur son récepteur et induit un changement de sa conformation. La sous-unité G- fixe le GDP quand le récepteur est libre. Elle fixe le GTP quand le ligand se fixe et le complexe -GTP diffuse vers l'adénylate cyclase. Celle-ci synthétise l'AMPc à partir de l'ATP. L'augmentation de la concentration en AMPC, second messager, est à l'origine d'une cascade d'activation de protéines kinases par phosphorylation : protéine kinase A sur le schéma. Sa sous-unité catalytique migre dans le noyau, phosphorylation des CREB (facteurs de transcription se fixant su les CRE de l’ADN.

L'activité GTPase de G hydrolyse le GTP fixé et désactive G. G se réassocie avec G pour reproduire la protéine trimère et l'activité du ligand cesse.

L'adénylate cyclase est une protéine à 12 hélices transmembranaires réparties en deux domaines principaux M1 et M2 comportant chacun 6 hélices . Les régions cytoplasmiques C1 et C2 sont les sites de fixation du complexe -GTP et permette l'hydrolyse de l'ATP en AMPc.

b) Couplage des récepteurs à la phospholipase C
Document 13, figure 3

Il existe différentes PLC :

Activées  par (q

certaines activées  par ((
l’activation par (( se fait indépendamment de celle de (q : effets partiellement additifs suggèrent la présence de 2 sites de régulation sur la PLC.

Document 14, figure 1

Certains ligands activent des récepteurs qui stimulent, via des protéines G, l'activité de la phospholipase C. Celle-ci transforme l'inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Ce dernier active les protéines kinases C responsables de la phosphorylation d'autres protéines.

L'IP3 diffuse dans le cytoplasme et se fixe à son récepteur dans la membrane du reticulum et provoque la libération de calcium.

c) Cas particulier de la phototransduction où la protéine G est la transducine

Document 15, figure 1

V - REGULATION DES RECEPTEURS

A) Contrôle de la synthèse

1- Récepteur de la transferrine

Document 15, figure 2

Si la concentration du fer augmente dans le cytoplasme, une cellule augmente sa synthèse de ferritine (fixation du fer en excès). Et diminue celle des récepteurs de la transferrine. Les deux réponses sont contrôlées par la même protéine régulatrice sensible au fer: l'aconitase. Elle reconnaît des caractères communs dans la structure en tige et boucle des ARNm codant pour la ferritine et le récepteur de la transferrine.

L'aconitase se dissocie de l'ARNm quand elle fixe du fer.

2- Récepteur des LDL

Document 5, figure 4

Exemple du taux de cholestérol dans les hépatocytes qui contrôle la synthèse des récepteurs aux particules de LDL.

Le rôle des LDL est donc de transporter le cholestérol vers les tissus périphériques et de réguler la synthèse de novo du cholestérol au niveau de ces sites.

Le cholestérol libéré dans les cellules inhibe la transcription du gène de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA réductase (HMG CoA) et bloque ainsi la synthèse de cholestérol. 

Le récepteur est lui aussi soumis à une régulation : quand le cholestérol est abondant à l'intérieur de la cellule, de nouveaux récepteurs aux LDL ne sont pas synthétisés et ainsi l'incorporation de cholestérol supplémentaire à partir des LDL plasmatique est bloquée.

B) Désensibilisation des récepteurs

Document 15, figure 3

Le récepteur  adrénergique :

 activation de Gs : activation de l’Adénylate Cyclase : 

AMPc

En plus de la désensibilisation lente du nombre de molécules de récepteur sur la cellule-cible, l'adaptation de la cellule-cible implique souvent une phosphorylation rapide des récepteurs induite par le ligand.

Exemple du récepteur b2-adrénergique qui active l'adénylate cyclase par l'intermédiaire d'une protéine Gs. Quand les cellules sont soumises à de fortes concentrations d'adrénaline, elles peuvent être désensibilisées en quelques minutes par deux voies différentes qui dépendant de la phosphorylation du récepteur.

· L'augmentation en AMPc causée par la liaison de l'adrénaline active une kinase A qui phosphoryle le récepteur sur un résidu sérine, empêchant le récepteur d'activer la protéine Gs.

· Le récepteur devient un substrat pour une autre protéine kinase plus spécifique (kinase -adrénergique) ou GRK qui phosphoryle l'extrémité carboxy-terminale cytoplasmique du récepteur sur de nombreux résidus sérine et thréonine. Cette extrémité phosphorylée se lie à une protéine appelée -arrestine qui bloque la capacité du récepteur à activer la protéine Gs.

· Dans les cellules photoréceptrices des vertébrés, la rhodopsine est inactivée par un mécanisme similaire basé sur l'arrestine quand elle a été activée par la lumière.

Arrestine visuelle : des cellules en bâtonnets-liaison à la rhodopsine

Rem : beta-arrestine (1,2) : désensibilisation du récepteur beta-adrénergique

Exprimée de façon ubiquitaire

CONCLUSION

Les récepteurs membranaires appartiennent à un petit nombre de famille de protéines caractérisées par leur structure moléculaire et leur fonction.

· Les récepteurs situés sur les membranes des compartiments cellulaires permettent des transferts spécifiques et orientés entre ces compartiments.

· Les récepteurs membranaires de la membrane plasmique permettent :

· de reconnaître un nombre de limité de messages, rôle capital de la communication intercellulaire

· d'assurer une endocytose spécifique

Toutefois ils n'empêchent pas l'entrée de certaines bactéries, virus, toxines dans la cellule

- Exemple du virus de la grippe par endocytose, ARN s'échappant de l'endosome grâce aux protéines fusogéniques de l'enveloppe virale.

- Exemple de la pénétration des toxines bactériennes 













































