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La cascade mitogene
de I'’AMPc dans la thyroide
et dans d’autres tissus

L’hormone hypophysaire thyréotrope, TSH, par la liaison a
son récepteur et Pactivation de ’adénylyl cyclase, provoque
une élévation de la concentration d’AMPc intracellulaire,
responsable de la stimulation de la fonction, de la proliféra-
tion et de la différenciation des thyrocytes. La cascade de
PAMPc est caractérisée par une élévation précoce et transi-
toire des proto-oncogénes c-Myc et JunB. La régulation tem-
porelle trés précise de leur expression pourrait rendre
compte de la stimulation de la prolifération tout en mainte-
nant I'expression de la différenciation. La cascade mitogene
de PAMPc est, jusqu’au niveau des cyclines et de leurs ki-
nases, distincte des cascades activées par les facteurs de
croissance ou la protéine kinase C. Son activation constituti-
ve provoque la formation d’adénomes hyperfonctionnels ou
d’hyperfonctionnements congénitaux; son inactivation con-
duit a ’hypofonctionnement et a atrophie de I'organe cible.

méiose des ovocytes [1]. En re-
vanche, les modes de régulation per-
mettant le contréle des mécanismes
de base de la prolifération cellulaire
par les signaux extracellulaires va-
rient de maniére importante d’un
type cellulaire a I'autre, et, pour un
méme type cellulaire, d’une espéce a
I'autre. Le role méme des cascades
de régulation, positif ou négatif, varie
aussi d'un type cellulaire a I’autre, La
voie phorbol-ester (TPA)/protéine
kinase C induit dans la thyroide pro-
lifération et dédifférenciation, mais
exerce des effets opposés dans les ké-
ratinocytes. La voie de ’AMPc inhibe
la prolifération des fibroblastes et des
lymphocytes, mais la stimule pour les
thyrocytes et les kératinocytes [2].

Nos connaissances et perceptions ac-
tuelles de la régulation de la proli-
fération  dérivent  principalement
d’études réalisées in wvitro sur des li-
gnées fibroblastiques. Ces cellules
constituent un modéle expérimental
bien défini et reproductible, bien
que leur immortalité suggére ’exis-
tence d’altérations génétiques. Deux
voies intracellulaires principales re-
liant le signal extracellulaire et la mi-
togenese ont été décrites : les voies

des facteurs de croissance activant
leur récepteur a activité protéine ty-
rosine kinase, et les voies comportant
les agents qui activent le renouvelle-
ment du phosphatidylinositol bis-
phosphate, avec production d’inositol
triphosphate et de diacylglycérol [3].
Le diacylglycérol ou ses analogues
pharmacologiques, les esters de phor-
bol, activent la protéine kinase C.
Bien que clairement distinctes dans
leur partie initiale (niveau des récep-
teurs, des premiers signaux intracel-
lulaires), ces voies convergent sur
différents événements tels que I'acti-
vation de I’échange Na"/H', la phos-
phorylation sur résidus tyrosine des
MAP-kinases, et l'augmentation des
taux d’ARNm des proto-oncogénes
c-Myc et c-Fos [4]. Une troisiéme cas-
cade impliquée dans la régulation de
la prolifération cellulaire est la voie
de ’AMPc. Dans les années 1970, il
était généralement admis que 'AMPc
était un régulateur négatif de la pro-
lifération. Ce dogme était le résultat
d’études réalisées sur des fibroblastes
et lignées cellulaires d’origine mésen-
chymateuse. Les faits et conclusions
étaient valables, la généralisation
abusive. En réalité, dans de nom-

a prolifération cellulaire ré-

sulte d’'une succession d’évé-

nements réglés par des si-

gnaux biologiques pouvant

agir positivement ou négati-
vement. Les signaux extracellulaires
réglant la prolifération sont transmis
a des protéines spécifiques, les récep-
teurs, entrainant ainsi une premiere
réponse (formation d’un signal intra-
cellulaire, phosphorylation de pro-
téines cibles) qui a de multiples
conséquences, chacune de celles-ci
entrainant d’autres événements (phos-
phorylations, induction de génes) et
ainsi de suite. Des rétroactions exis-
tent entre des événements aux diffé-
rents niveaux de la cascade. L’en-
semble de ces relations cause-
effet est appelé cascade de régulation.
Un réseau ou circuit de régulation

est constitué de plusieurs cascades et
de leurs interactions. La cinétique
des événements suivant un signal per-
met de les classer en précoces ou tar-
difs (early immediate, early ... late).

Les mécanismes de base directement
impliqués dans la décision ultime
qu'est la division cellulaire sont vrai-
semblablement communs a toutes les
voies mitogenes et bien conservés
dans les différentes cellules euca-
ryotes : en effet, des études de com-
plémentation de levures bloquées
par défaut génétique dans leur cycle
cellulaire et incapables de se diviser
ont abouti a la mise en évidence de
génes homologues et agissant de fa-
con similaire dans les cellules de
mammiferes et de levure. Citons
I'exemple de la kinase CDC2 qui fait
aussi partie du complexe induisant la
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Figure 1. Principaux contréles physiologiques s’exercant sur la fonction, la
différenciation et Ia prolifération de la cellule thyroidienne. EGF : epidermal
growth factor. FGF : fibroblast growth factor. HGF : hepatic growth factor. [ :
iodure. IGF1 : somatomedine C. TH : hormones thyroidiennes T4 et T3. TSH :

thyréostimuline.
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breuses cellules épithéliales ainsi que
dans la levure Saccharomyces cerevisiae,
I’AMPc apparait au contraire comme
un régulateur positif de la proliféra-
tion [2, 5]. Dans la glande thyroide
humaine ou canine®, les trois types
de voies de prolifération décrites ci-
dessus coexistent. Les voies des ré-
cepteurs de facteurs de croissance a
activité tyrosine kinase peuvent étre
subdivisées en deux branches. Cer-
tains facteurs de croissance (EGF, par
exemple) induisent la prolifération
des thyrocytes tout en réprimant I'ex-
pression des caractéristiques de diffé-
renciation (expression des génes spé-
cifiques du thyrocyte, thyroglobuline,
thyroperoxydase, récepteur de la thy-
rotropine ou TSH...). D’autres fac-
teurs, comme le FGF ou I'l GF1 sont,
soit mitogénes comme le FGF, soit
nécessaires 4 I'effet prolifératif d’au-
tres facteurs sans étre mitogenes par
eux-mémes, comme I'IGF1, mais ces
agents n’inhibent pas 1’expression
des caractéristiques de la différencia-
tion. La cascade de I'’AMPc, activée
par I’hormone hypophysaire TSH,
quant 2 elle, stimule 4 la fois la proli-
fération et 'expression des génes de
I’état différencié [6].

Réle de la cascade
de 'AMPc
dans la thyroide

La cellule thyroidienne est soumise a
deux régulations physiologiques op-
posées : stimulation par la thyrotropi-
ne hypophysaire, dont la sécrétion
est inhibée par I’hormone thyroi-
dienne, et inhibition par un dérivé
oxydé de l'iodure synthétisé par le
thyrocyte et encore non identifié (ap-
pelé XI) (figure 1) [6, 7].

Les effets de la TSH sont relayés par
I'activation de I'adénylyl cyclase et
I'augmentation rapide (moins d’une
minute) et durable (au moins deux
jours), des concentrations d’AMPc
intracellulaires. Elle active la fonc-
tion, induit 'expression de génes
spécifiques de la thyroide tels la thy-
roglobuline, la thyroperoxidase, le
transporteur d’iodure, etc. (effet de
différenciation) ; elle active aussi la
prolifération (syntheése d’ADN, multi-

* Dans lu suite du texte, sauf exception explicite, les données
experimentales discutées concernent des thyroeytes des deux
espéces, humaine et canine,

205




REFERENCES  m—

1. Nurse P. Universal control mechanism re-
gulating onset of M-phase. Nature 1990 ; 3:
503-8.

2. Dumont JE, Jauniaux JC, Roger PP, The

cyclic AMP-mediated stimulation of cell pro-

’17iferati0n. Trends Biochem Sci 1989 ; 14 : 67-
1.

3. Chambard JC, Paris S, L’Allemain G,
Pousségur J. Two growth factor signalling
pathways in fibroblasts distin ishec? by per-
tussis toxin. Nature 1987 ; 326 : 800-3.

4. Chardin P. Protéines Ras et transmission
des si§naux mitogénes. médecine/sciences
1994 ; 10 : 657-64.

5. Boynton AL, Whitfield JF. The role of cy-
clic AMP in cell proliferation : a critical as-
sessement of the evidence. Adv Cycliec Nucleo-
tide Res 1983 ; 15 : 193-294.

6. Dumont JE, Lamy F, Roger P, Maenhaut
C. Physiological and pathological regulation
of thyroid cell proliferation and dif?erentia—
tion by thyrotropin and other factors. Phy-
siol Rev 1992 ; 72 : 667-97.

7. Van Sande ], Grenier G, Willems C, Du-
mont JE. Inhibition by iodide of the activa-
tion of the thyroid cyclic 3°,5-AMP system.
Endocrinology 1975 ; 96 : 781-6.

8. Roger P, Hotimsky A, Moreau C, Dumont
JE. Stimulation by thyrotropin, cholera
toxin and dibutyryl cyclic AMP of the multi-
plication of differentiated thyroid cells in vi-
tro. Mol Cell Endocrinol 1982 ; 26 : 165-76.

9. Roger PP, Taton M, Van Sande J, Du-
mont JE. Mitogenic effects of thyrotropin
and cyclic AM%’ in differentiated human
thyroid cells in vitro. | Clin Endocrinol Metab
1988 ; 66 : 1158-65.

10. Wynford-Thomas D, Smith P, Williams
ED. Proliferative response to cyclic AMP ele-
vation of thyroid epithelium in suspension
culture. Mol Cell Endocrinol 1987 ; 51 : 163-6.

11. Dere WH, Rapoport B. Control of
rowth in cultured rat thyroid cells. Mol Cell
ndocrinol 1986 ; 44 : 1959,

12, Endo T, Shimura H, Saito T, Onaya Y. A
clonin% of malignantly transformed rat thy-
roid (FRTL) cells with thyrotropin recep-
tors and their growth inhibition by 3°,5"-cy-
clic adenosine monophosphate.EﬂJ;mrinology
1990 ; 126 : 1492-7.

13. Tramontano D, Rotella CM, Toccafondi
R, Ambesi-Impiombato SF. Thyrotropin-in-
dependent mutant clones from FRTL-5 rat
thyroid cells : hormonal control mecha-
nisms in differentiated cells. Endocrinology

e 936 ; 118 : 862-8.

206

plication cellulaire). Tous ces effets
peuvent étre reproduits par les ana-
logues de ’AMPc ainsi que par les ac-
tivateurs généraux de I'adénylyl cycla-
se (forskoline, toxine du choléra)
[6]. L’iodure et son dérivé postulé XI
inhibent la fonction et la proliféra-
tion de la cellule thyroidienne, prin-
cipalement en inhibant l'adénylyl cy-
clase.

Le role mitogéne de la TSH et de
I’AMPc a été démontré dans des cel-
lules thyroidiennes canines [8], hu-
maines [9] et murines [10] en cultu-
re ainsi que dans la lignée de cellules
thyroidiennes de rat FRTL-5 [11].
Toutefois, le réle de 'AMPc, dans ces
cellules, peut étre inversé en modi-
fiant leur phénotype : ainsi, dans des
cellules tumorales dédifférenciées dé-
rivées des FRTL-5, 'AMPc inhibe la
prolifération comme dans les fibro-
blastes [12]. Dans d’autres clones de
FRTL-5 mutées, on observe au
contraire une croissance indépen-
dante de la TSH et de 'AMPc [13].
Tout cela montre que la voie mitogé-
ne de 'AMPc est un des caractéres
de différenciation de la cellule thy-
roidienne et que ce caractére peut
étre perdu. La stimulation de la pro-
lifération par 'AMPc est relayée par
l'activation des protéine kinases dé-
pendantes de ’AMPc (PKA). La PKA
de type I jouerait un réle prédomi-
nant dans ce processus. En effet, des
combinaisons d’analogues de ’AMPc
activant spécifiquement cette enzyme
ont un effet mitogeéne puissant. De
plus, la désensibilisation de 'effet
prolifératif de 'AMPc coincide avec
une régulation négative (down regula-
tion) de la PKA, et des données obte-
nues in vivo dans d’autres systémes
sont également en faveur d’un role
positif de cette kinase dans la prolifé-
ration [6] (figure 2). Plusieurs argu-
ments convaincants soutiennent 'ex-
trapolation in vivo du réle mitogéne
de la cascade de 'AMPc in vitro :
(1) les autoanticorps thyroidiens sti-
mulants dirigés contre le récepteur
de la TSH activent ce récepteur. La
stimulation chronique de la glande
aboutit a I'hyperthyroidie de la mala-
die de Basedow. Aux concentrations
présentes in vivo, ces immunoglobu-
lines activent exclusivement la casca-
de de ’AMPc dans les cellules thyroi-
diennes humaines [14]; (2) le
récepteur de I'adénosine A2 se com-
porte, dans des cellules transfectées

avec le géne codant pour ce récep-
teur, comme un activateur physiolo-
gique constitutif de I'adénylyl cyclase.
Dans les cellules thyroidiennes de
chien en culture primaire, son ex-
pression est suffisante pour induire la
synthese d’ADN [15]. Exprimé dans
la thyroide de souris transgéniques, il
induit hyperthyroidie et goitre (crois-
sance). Les souris meurent finale-
ment, soit des suites de leur hyper-
thyroidie, soit, si elles ont été traitées
par des agents antithyroidiens, des
conséquences de leur énorme goitre
(notamment par compression de
leur trachée) [16]; (3) des mutations
conférant au récepteur de la TSH
une activation constitutive de 'adé-
nylyl cyclase induisent aussi adé-
nomes hyperfonctionnels et hyper-
thyroidie congénitale (m/s n°12,
vol. 9, p. 1421).

Les étapes biochimiques
de la cascade de I’AMPc¢

et de la voie des facteurs
de croissance

dans la thyroide

Dans les cellules animales quies-
centes, la phase préréplicative, phase
de latence de 10 4 20 h, sépare les
premiers événements, qui suivent
I'interaction d’un facteur de croissan-
ce avec ses récepteurs, du début de Ia
synthése d’ADN. La progression dans
le cycle cellulaire est principalement
contr6lée durant cette phase. Une
fois atteint un stade tardif spécifique
(point d’engagement ou de restric-
tion), les cellules sont engagées de
maniere irréversible a répliquer
I’ADN et a effectuer la mitose, indé-
pendamment d’un contréle externe.
Dans un systéme expérimental con-
ventionnel, le fibroblaste embryon-
naire de souris 3T3, I'action mitoge-
ne du sérum peut étre remplacée par
la coopération séquentielle de trois
facteurs : une bréve exposition au
PDGF rend les cellules compétentes
a progresser a travers la phase préré-
plicative en réponse a I'addition
d’EGF puis de somatomédine C
(IGF-1) ; cette derniére contrédle seu-
le I'engagement de la réplication de
I’ADN. Ce modéle a, le premier, fait
apparaitre la phase préréplicative

comme une séquence ordonnée
d’évé- nements régulateurs ma-
jeurs[17].
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Figure 2. Voies mitogénes de la cellule thyroidienne. Les voies contrélées
par des facteurs de croissance, bien que présentant chacune leur spécificité,
sont regroupées en une voie, qui converge rapidement avec la voie des pro-
moteurs de tumeur (esters de phorbol) et de la protéine kinase C au niveau
des MAP kinases. La cascade de 'AMPc est principalement activée dans la
thyroide par la TSH et son récepteur. ATF1, CREB, CREM : facteurs de trans-
cription dont I'activité est réglée par I'AMPc ; PKA : protéine kinases activées
par I'AMPc ; CDK : kinases activées par les cyclines. c-Myc, c-Fos, c-Jun,
JunB, JunD : facteurs de trancription, proto-oncogénes. Cycline A: cycline
contrélant les kinases (CDK2). DAG : diacylglycérol. EGF : epidermal growth
factor. GFR : récepteurs de facteurs de croissance. HGF : hepatic growth fac-
tor. MAPK : kinase activée par les mitogénes. PCNA : proliferating cell nu-
clear antigen. PHOS., PROT. : protéines phosphorylées. PKC : protéine kinase
C. Ras : protéine G, proto-oncogéne. RSK : S6 kinases réglées par des si-
gnaux extracellulaires. TPA : tumor promoting agents, esters de phorbol.
TSH : thyréostimuline. TSH-R : récepteur de la TSH. TTF1, TTF2 : facteurs de
transcription spécifiques de la cellule thyroidienne et impliqués dans la diffé-
renciation et dans I'expression de génes spécifiques de la thyroide.
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Caractéristiques cinétiques

Les cellules thyroidiennes de chien,
cultivées sans sérum mais en présen-
ce d’insuline, restent quiescentes. La
TSH et 'AMPc, 'EGF, 'HGF, le TPA
ou le sérum induisent la synthése
d’ADN d'une part significative (20 %
a 60%) de la population cellulaire,
apres une phase préréplicative de 16
a 20 h. En combinaison, la TSH,
I'EGF et le sérum induisent la syntheé-
se d’ADN dans 90% des cellules, et
une prolifération qui se poursuit
pendant au moins 5 cycles avec un
temps de cycle minimum de
26h [18]. Lorsque l'on compare la
stimulation dépendante de I'AMPc
(TSH) a une stimulation équipotente
indépendante de 'AMPc (EGF + sé-
rum), on observe un allongement du
cycle cellulaire en phase S et surtout
en phase G2 [19] ; cet allongement
reflete probablement I'influence né-
gative universelle de 'AMPc sur la
transition G2/mitose, qui coexiste ici
avec un puissant effet de ’AMPc sur
la progression en phase G1. Dans les
cellules thyroidiennes, la stimulation
par la TSH dépend de concentra-
tions physiologiques d’insuline ou de
somatomédine C (IGF-1), alors que
la stimulation par 'EGF requiert I'ac-
tivation des récepteurs de I'IGF-1
[18]. Une analyse cinétique montre
que I'ensemble de la progression en
phase préréplicative, jusqu’a un stade
précédant de peu linitiation de la
synthése d’ADN, dépend de l'action
coordonnée et continue de ’AMPc
et de 'IGF-1 [20].

L’EGF stimule la progression en pha-
se préréplicative de cellules thyroi-
diennes, de maniére indépendante
de 'AMPc, mais aussi en synergie
avec celui-ci. Dans des cellules trai-
tées simultanément par 'EGF et la
forskoline, cette synergie se traduit
par une augmentation de la fraction
des cellules qui proliférent et par un
raccourcissement de 4 h de la phase
préréplicative compensé par un al-
longement de la phase de synthése
d’ADN [19]. Lorsque les additions
d’EGF et de forskoline (AMPc) sont
espacées de 24 h, une amplification
de la réponse proliférative est égale-
ment observée, mais avec un délai
égal a la durée compléte de la phase
préréplicative. Ce résultat est particu-
liéerement étonnant, car I'AMPc et
I'EGF peuvent contrdler indépen-
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damment I'ensemble de la progres-
sion en phase préréplicative [20]. 1l
indique que les événements induits
lors d'une stimulation dépendante
de 'AMPc ne peuvent étre intégrés
dans une séquence d’'événements
préréplicatifs ~ indépendante  de
I’AMPc, lorsque les deux stimulations
ne sont pas appliquées simultané-
ment. Le développement préréplica-
tif induit par une stimulation indé-
pendante de 'AMPc est ignoré dans
la stimulation mitogéne ultérieure
dépendante de 'AMPc, et vice versa
[18]. Cela suggére clairement la co-
existence en paralléle dans la cellule
thyroidienne de séquences d’événe-
ments préréplicatifs distinctes, deé-
pendantes ou non de 'AMPc (figure
2) [6].

Evénements trés précoces :
phosphorylation de protéines

En général, les voies EGF/récepteur
du type tyrosine kinase et phorbol es-
ters/protéine kinase G aboutissent,
par des étapes différentes, a la phos-
phorylation sur thréonine et tyrosine
de chacune des deux principales
MAP kinases p42 et p44. Cette
double phosphorylation entraine
I'activation de ces kinases qui, a leur
tour, phosphorylent et activent un
certain nombre de protéines impli-
quées dans la régulation de la synthe-
se protéique et I'expression génique
(p9ORSK, c-Myc, etc). Les MAP ki-
nases constituent le véritable carre-
four et point commun de ces cas-
cades mitogénes [21]. Elles sont aussi
phosphorylées et activées par les
voies facteurs de croissance/récep-
teurs tyrosine protéine kinase et pro-
téine kinase C dans les cellules thy-
roidiennes (figure 2). La voie
mitogéne dépendante de 'AMPc, au
contraire, stimule la phosphorylation
de onze protéines spécifiques qui
n’'incluent pas les MAP kinases. La
phosphorylation et I'activation de ces
kinases n’est donc pas requise pour
I'effet mitogéne de 'AMPc [22]. De
plus, les deux premiéres voies d’une
part, et la voie AMPc, d’autre part,
entrainent la phosphorylation d’en-
sembles différents de protéines [23].
Dans la voie dépendante de 'AMPc,
l’activation des protéine kinases
(PKA) conduit 4 une translocation
de leur sous-unité catalytique vers le
noyau ou celleci phosphoryle et acti-

ve des protéines nucléaires, notam-
ment celles du type CREB ou CREM
(cyclic AMP  response element binding
protein ou modulator) ou ATF (activa-
ting transcription factor) (m/s n°4,
vol. 7, p. 506). Cette famille de fac-
teurs de transcription est constituée
d’au moins dix protéines différentes
appartenant au groupe des proteines
4 domaine basique et i tirette a leuci-
ne (leucine zipper). Ces facteurs se
lient a des séquences d’ADN du type
CRE (cyclic AMP response element) sous
forme d’homo- ou d’hétérodimeéres.
Les CREM, dont les messagers sont
issus d’épissages alternatifs d'un
méme géne, inhibent la transcrip-
tion, a lexception d'une forme
CREM Tau qui présente une grande
homologie avec les protéines CREB
et qui, comme celles-ci, agit en acti-
vateur de la transcription [24, 25]. La
thyroide contient des ARN messagers
de CREB et de CREM, dont certains
sont impliqués dans l'action mitoge-
ne de 'AMPc puisque cette action est
inhibée par un mutant dominant né-
gatif de CREB [26].

Outre les facteurs de transcription
ubiquitaires modulés par la PKA, il
existe un facteur TTF-1 (thyroid trans-
eription factor-1) qui, lui, est plus spé-
cifique de la thyroide. Ce facteur est
une protéine nucléaire, contenant
un homéodomaine, présente dans la
thyroide et, chez le foetus dans le
poumon et le cerveau. TTF-1 se lie
sur et régle le promoteur des génes
de différenciation thyroidiens : la
thyroglobuline, la thyroperoxydase et
le récepteur de la thyrotropine. Nous
n’avons pas pu démontrer une mo-
dulation de ce facteur lors de I'activa-
tion de la cascade de ’AMPc dans les
thyrocytes, mais il est possible que
I'expression de ce facteur, comme
celle de GHF1 dans ’hypophyse, soit
nécessaire pour la stimulation mito-
géne.

Evénements précoces : Pinduction
des proto-oncogénes

Les proto-oncogénes des familles
Myc, Fos et Jun font partie des fac-
teurs de transcription jouant un role
important dans la régulation de la
prolifération et de la différenciation.
Dans un grand nombre de cellules,
leur expression est rapidement et
transitoirement activée ou induite
par les stimuli mitogénes et semble
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Tableau |

ACTION DES FACTEURS DE CROISSANCE (EGF, HGF, SERUM),
DES ESTERS DE PHORBOL ET DE LA CASCADE TSH-AMPc
SUR L'EXPRESSION DES GENES
D’EXPRESSION RAPIDE (EARLY IMMEDIATE GENES)
DANS LA THYROIDE

Facteurs de croissance PKC-TPA TSH-AMPc
c-MYC ¥ 1 T puis |
MAX rien puis T rien puis T rien puis
c-JUN ) I
JUND i il i
JUNB ) ) T puis 4
c-FOS I it i
Prolifération + i +
Différenciation — = o,

Certaines modulations sont biphasiques. Il faut noter que la réponse de la cellule thyroidienne aux
facteurs de croissance est classique et correspond a la réponse connue a ces agents dans la plu-
part des types cellulaires étudiés (fibroblastes). PKC: protéine kinase C. TPA: esters de phorbol.

jouer un role dans la transition GO-
G1 du cycle cellulaire. Si I'expression
de ¢-FOS accompagne la plupart des
stimulations cellulaires, mitogénes ou
non, celle de ¢-MYC et de c-fUN est
plus particulierement liée a I'activa-
tion de la prolifération et a I'inhibi-
tion de la différenciation [27].

Dans la thyroide (Tableau I), comme
dans d’autres types cellulaires, 'EGF
et le TPA augmentent d’abord I'ex-
pression de c-Fos, puis, celle de c-Mys
et de JUN (c-JUN, JUNB, JUND) dans
les thyrocytes. La TSH et la forskoli-
ne stimulent l'accumulation de
I’ARNm de c-Fos selon la méme ciné-
tique. Elles activent d’abord puis in-
hibent 'accumulation des ARNm de
c-Myc et de JunB. La stimulation’ ini-
tiale n’est pas surprenante, puisque
ces agents sont mitogénes. Dans la
thyroide de porc, ou I'AMPc n’est
pas mitogéne, la TSH n’induit pas
I'expression de c-Myc et de c-Fos. En
revanche, l'inhibition ultérieure de
I'expression de c-MYC et JUNB rap-
pelle qu'une décroissance rapide des
concentrations de c-Myc et Jun B cor-
respond, dans un grand nombre de
types cellulaires, a un effet de diffé-
renciation. I’AMPc stimulant a la
fois la prolifération et la différencia-
tion des thyrocytes, on peut com-
prendre que l'expression de c-MYC
et JUNB soit biphasique et que sa ci-
nétique soit étroitement controlée,
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ce qui suggére qu’elle serait activée
par une protéine a renouvellement
rapide. L’inhibition est, de fait, abo-
lie par un inhibiteur de synthése pro-
téique, la cycloheximide. L’AMPc
augmente le taux d’ARNm de c-Myc
et de JunB par une induction de la
transcription du géne et une stabili-
sation de ’ARNm. Elle diminue cette
expression par un arrét de la trans-
cription et une déstabilisation de cet
ARNm [6, 27]. La synthése de Max,
qui forme des hétérodimeéres avec
Myc et qui module donc I'action de
Myc, est aussi réglée de manicre op-
posée par 'EGF et le TPA, d'une
part, et par la TSH et '’AMPc, d’autre
part (m/s n° 9, vol. 6, p. 923; n°§,
vol. 7, p. 866) [28].

Dans de nombreux types cellulaires,
la prolifération s’accompagne d’une
augmentation de I'expression du
proto-oncogéne c-JUN . Dans des cel-
lules ot 'AMPc est inhibiteur de pro-
lifération, tels les fibroblastes, I'ex-
pression de c-JUN est inhibée. Son
expression était donc considérée
comme un marqueur de proliféra-
tion cellulaire. En fait, dans la cellule
thyroidienne, la TSH et 'AMPc in-
duisent la prolifération mais inhibent
I'expression de ¢-fUN. Il n’y a donc
pas de paralléle généralisable entre
I'expression de c-JUN et la proliféra-
tion. La réduction de c-JUN pourrait,
elle aussi, étre impliquée dans l'ac-

tion de différenciation de I'AMPc
[29]. On peut donc constater que,
jusqu’au niveau de I'expression des
early tmmediate genes, les cascades mi-
togénes de 'EGF et du TPA, d’une
part, de la TSH et de '’AMPc, d’autre
part, restent largement distinctes [6].

Evénements tardifs : activation et in-
duction de cyclines et des kinases dé-
pendantes des cyclines

La transition de la quiescence a la
synthése d’ADN dans le cycle cellulai-
re eucaryote nécessite la synthése de
protéines régulatrices associées direc-
tement 4 la machinerie de réplica-
tion de ’'ADN [1, 30]. Les protago-
nistes centraux et généraux de la
régulation du cycle cellulaire sont les
cyclines et les protéine Kkinases
qu'elles activent (CDK) [31-33].
Toutes les voies mitogénes de la thy-
roide entrainent une phosphoryla-
tion activatrice et une translocation
dans le noyau de la p33®@% avant le
début de la phase S. De méme, l'in-
duction de la cycline A puis de
p34“°“ pendant la phase S et leur co-
localisation nucléaire dans la transi-
tion G2/M sont, elles aussi, com-
munes aux trois cascades mitogenes.
Seules les cinétiques différent avec
un allongement des phases S et G2
dans la cascade de 'AMPc (M. Bap-
tist, résultats non publiés).

La PCNA (proliferating cell nuclear an-
tigen) a un role de cofacteur de
I’ADN polymérase 8, mais pourrait
aussi étre un régulateur important de
la transition G1/S puisqu’on I'a re-
trouvée liée aux cyclines DI, aux
CDK2, 4 et 5 [30]. Dans les cellules
thyroidiennes, la synthése de PCNA
est stimulée par la TSH, via I'AMPc,
bien avant 'entrée en phase de syn-
thése d’ADN, alors que dans les voies
mitogénes indépendantes de 'AMPc
I'augmentation de PCNA n’est détec-
tée qu'a la phase S [34]. .

A partir de la fin de la phase préré-
plicative, les événements biochi-
miques de régulation du cycle cellu-
laire apparaissent donc communs
aux stimulations mitogénes dépen-
dante et indépendante de I’AMPc,
alors que celles-ci divergent partielle-
ment dans leurs événements pré-
coces. Entre ces deux types d’événe-
ments, le niveau de convergence des
différentes stimulations au cours de
la phase G1 reste incertain.
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Figure 3. Pathogénie de la cascade TSH/AMPc dans la thyroide. Les pro-
téines de cette cascade peuvent étre la cible d’agents pathologiques (immu-
noglobulines, par exemple), pharmacologiques (médicaments antithyroi-
diens) ou de mutations activatrices ou inhibitrices. Les facteurs activant Ila
cascade sont colorés en rouge, les facteurs I'inhibant en noir. AC : adénylyl
cyclase. AM : mutation activatrice. C-PKA : sous-unité catalytique de la pro-
téine kinase activée par I'AMPc. IM : mutation inhibitrice. R-PKA : sous-unité
régulatrice (inhibitrice) de la protéine kinase activée par I'AMPc. R* : forme
dominante négative de R-PKA. TBAb: immunoglobuline bloquant le récep-
teur de la TSH. TSAb : immunoglobuline stimulant le récepteur de la TSH.
Xl : iodure synthétisé par le thyrocyte, non encore identifié.
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La cascade mitogéne
de 'AMPc dans d’autres
types cellulaires

1.’”AMPc est le médiateur intracellulai-
re de l'activité mitogéne d’hormones
ou de neurotransmetteurs dans un
certain nombre de cellules épithé-
liales en culture primaire ou en li-
gnées a caractéristiques différenciées
[2, b]. Outre les cellules thyroi-
diennes, les exemples les mieux docu-
mentés concernent les cellules soma-
totropes hypophysaires, les cellules
épithéliales mammaires, les cellules
acinaires des glandes parotides, les ké-
ratinocytes, les mélanocytes, les cel-
lules de Schwann et une lignée de cel-
lules embryonnaires de souris (Swiss
3T3) (Tableau II). L'action mitogéne
de ’AMPc, second messager d’hor-
mones trophiques, a également été
démontrée in vivo (épiderme, glandes
mammaires, thyroide, glandes paro-
tides, cortex surrénalien...).

Dans les différents systémes, la stimu-
lation de la prolifération par 'AMPc
dépend de l'action co-mitogéne
d’autres facteurs, principalement
I'IGF-I. Une synergie supplémentaire
peut étre apportée par I'EGF ou des
activateurs de la cascade de la phos-
pholipase C (Tableaw II). Dans d’autres
systemes, l'influence mitogene de
I’AMPc peut s’expliquer par des méca-

nismes différents. Dans les cellules
thyroidiennes, 'AMPc déclenche di-
rectement sa propre cascade mitoge-
ne. Il en est probablement de méme
dans les autres systémes cités dans le
Tableaw II. Des interactions positives
de ’AMPc avec les cascades de signali-
sation d’autres mitogénes sont aussi
fréquemment observées. Ainsi, dans
les cellules de Schwann, le puissant ef-
fet prolifératif de ’AMPc peut s’expli-
quer par 'induction de récepteurs du
PDGEF et par I'inhibition de la produc-
tion d’un facteur autocrine négatif.
De méme, '’AMPc peut induire la seé-
crétion par un type cellulaire d’un fac-
teur mitogene autocrine ou paracri-
ne. Par exemple, 'effet prolifératif de
I’ACTH et de ’AMPc sur le cortex sur-
rénalien semble étre indirect. Les dif-
férentes stratégies de stimulation de la
croissance par I’AMPc ne sont pas ex-
clusives et pourraient coopérer dans
un méme systéme [6].

Le plus souvent, dans les cellules ou
I’AMPc exerce un controle positif sur
la prolifération, il stimule également
les fonctions spécialisées, et vice versa.
La signification physiologique en est
probablement qu'un tissu dont la
fonction est stimulée répétitivement
développe sa capacité de répondre a
cette stimulation par sa croissance.
Dans les tissus adultes, la croissance
est 'adaptation a long terme a des sti-

mulations fonctionnelles. Dans les cel-
lules thyroidiennes et somatotropes,
et probablement dans de nombreux
autres types cellulaires dont la fonc-
tion est contrélée par 'AMPc, la sti-
mulation de la prolifération dépen-
dante de 'AMPc apparait elle-méme
comme une caractéristique spécifique
de différenciation. Dans les cellules
somatotropes, PAMPc induit le fac-
teur de transcription GHFI1, spéci-
fique de ce lignage cellulaire. Ce fac-
teur, nécessaire a la transcription du
gene de 'hormone de croissance, 'est
aussi trés spécifiquement pour la pro-
lifération de ces cellules hypophy-
saires. Considérant donc le contrdle
prolifératit de 'AMPc comme une
fonction spécialisée, il n’est pas sur-
prenant de constater que différentes
étapes de cette cascade peuvent, indé-
pendamment, se surajouter aux méca-
nismes plus généraux de contréle de
la prolifération stimulés par les fac-
teurs de croissance [6].

La cascade mitogéne
de I'AMPc en pathologie

Le nombre d’actions possibles d’un
signal extracellulaire et de sa cascade
de régulation sur une cellule cible est
réduit. Il peut : (1) stimuler ou inhi-
ber la fonction; (2) induire la proli-
fération, 'arrét du cycle ou la mort

Tableau Il
CONTROLE PROLIFERATIF POSITIF PAR L’AMPc DANS LES CELLULES DE MAMMIFERES
Type Signal Effet mitogene in vitro Effet de synergie Stimulation Effet mitogéne in vivo
cellulaire extracellulaire via AMPc démontré par proliférative avec de différenciation  via AMPc démontré par
- Forskoline, Chol Méthodes Approc_hes
tox., analogues geénétiques pharmacologiques Transgénes
AMPc
Swiss 3T3 VIP, PGE IGF-1, EGF
adénosine ATP + vasopressine ?
MDCK PGE, glucagon IGF-1, EGF +
Kératinocytes  B-adrénergique + EGF + + +
VIP
Thyrocytes TSH + + IGF-1, EGF P - +
Somatotrophes GRH + ?
Epithélium B-adrénergique e IGF-1, EGF + +
mammaire PGE
Mélanocytes MSH, ? + FGF, IGF-1 +
Cellules B-adrenergique
acinaires ? 3 5
des parotides

VIP : vasoactive intestinal peptide ; PGE : prostaglandine E; GRH : growth hormone releasing hormone,; MSH : melanocyte stimulating hormone;
IGF : insulin-related growth factor; Chol. tox. : cholera toxin.
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Tableau Il

MUTATIONS CONNUES AFFECTANT LA CASCADE DE L’AMPc

DANS LA THYROIDE

Systéme d'organification
(systeme producteur
de H,0,, thyroperoxidase)

inactivatrice

Gene Mutation Maladie

Récepteur TSH activatrice congénitale hyperthyroidie congénitale avec goitre

somatique adénome hyperfonctionnel (nodule chaud)
Gs activatrice congénitale Syndrome de McCune Albright

{mosaique)
somatique adénome hyperfonctionnel (nodule chaud)

Transport de I inactivatrice congénitale goitre congénital hypothyroidien
somatique adénome non fonctionnel (nodule froid)

congénitale

somatique

goitre congénital hypothyroidien

adénome non fonctionnel {nodule froid)

cellulaire; (3) modifier le program-
me de la cellule, c’est-a-dire sa diffé-
renciation. Les deux premiers types
d’effets sont quantitatifs, le troisiéme
qualitatif. Stimulation de fonction et
prolifération, et inhibition de fonc-
tion et atrophie vont, souvent, et
pour des raisons évidentes, de pair.
Les conséquences d'une activation
ou d’une inhibition d'une cascade,
que le mécanisme soit génétique ou
biochimique, dépendent bien enten-
du de la nature des effets de cette
cascade sur ce type de cellule.

Conséquences de P’activation

Dans des cellules comme la cellule
thyroidienne, dans lesquelles ’AMPc
régle positivement la fonction et la
prolifération cellulaire, toute activa-
tion pathologique conduira a I’hyper-
fonction et a Thyperplasie (figu-
re 3)[3b]. Le stimulus peut étre un
agent physiologique comme la TSH,
sécrétée ‘anormalement par un adé-
nome hypophysaire (adénome thy-
réotrope), ou des immunoglobulines
pathologiques comme les TSAb (thy-
roid stimulating antibodies) sécrétées
par des lymphocytes B dans une réac-
tion auto-immunitaire (goitre de Ba-
sedow). Ces anticorps se lient au ré-
cepteur de la TSH et Dactivent,
comme la TSH. Dans ces deux cas, le
stimulus étant général, toute la glan-
de est impliquée et le malade présen-
te une hyperthyroidie et un goitre.
Dans le cas de mutation activatrice
d’un des éléments positifs de la cas-
cade (récepteur, Gs, adénylyl cyclase,
sous-unités C de la protéine kinase

dépendante de 'AMPc...) ou d'une
mutation inhibitrice d'un des élé-
ments négatifs de la cascade (trans-
port de l'iodure, systéme d’organifi-
cation de I'iodure, c’esta-dire les
systémes conduisant a la synthése de
XI ; sous-unité régulatrice de la pro-
téine kinase dépendante de ’AMPc),
I'effet sera général si la mutation est
héréditaire ou congénitale, avec
goitre et hyperfonctionnement. Il
sera local si la mutation est soma-
tique, comme dans le cas de I'adéno-
me hyperfonctionnel (Tableau III)
(m/s n°12, vol. 9, p. 1421) [36]. Evi-
demment, si la mutation inactive aus-
si le métabolisme spécialisé de 'iode
(par exemple, le transport de 'iodu-
re, son oxydation par la thyroperoxy-
dase, etc.), le stimulus fonctionnel ne
permettra pas la synthése d’hormone
thyroidienne, il n'y aura donc pas
d’hyperthyroidie. Dans le cas d’une
mutation somatique de ce type, la lé-
sion résultante est un adénome hypo-
fonctionnel (nodule froid). Si la mu-
tation est congénitale, la maladie est
le goitre congénital hypothyroidien
(m/s n°10, vol. 8 p. 1113; n° 4, vol. 9,
p.471). Dans ce cas, I'absence d’hor-
mone thyroidienne léve le controle
négatif sur les cellules thyrotropes de
I’hypophyse, entrainant une hypersé-
crétion de TSH et une hyperactiva-
tion secondaire qui s’ajoute a celle
causée par la levée du contréle néga-
tif exercé par Iiodure sur la cascade
de ’AMPc. Le traitement pharmaco-
logique par les médicaments antithy-
roidiens, ou les goitrogénes de l'ali-
mentation qui inhibent le transport
ou 'organification de I'iodure, abou-

tissent au méme résultat que les lé-
sions génétiques affectant ces méta-
bolismes [6].

Le méme raisonnement peut étre ap-
pliqué a tous les types cellulaires
dans lesquels la cascade de 'AMPc
stimule prolifération et fonction ;
c’est ainsi que preés de 50 % des acro-
mégalies sont dues a des adénomes a
cellules somatotropes dans lesquels
une mutation activatrice de Gs (pro-
téine G stimulant I'adénylyl cyclase)
peut étre démontrée. Les caractéris-
tiques de la lésion dépendent de
I'importance relative des effets fonc-
tionnels et prolifératifs de la cascade.
C’est ainsi que, dans la puberté pré-
coce congénitale, la mutation activa-
trice du récepteur de la LH a surtout
des conséquences fonctionnelles. Un
bon apercu des conséquences d’une
hyperactivation générale de la casca-
de de 'AMPc est donné par les ca-
ractéristiques du syndrome de McCu-
ne Albright (m/s n°2, vol. 8, p. 184)
dans lequel une mutation activatrice
de Gs affecte une certaine propor-
tion des cellules de chaque tissu
(adénomes de la thyroide, de 'hypo-
physe, de la surrénale, puberté pré-
coce, hyperpigmentation, hypertro-
phie cardiaque, hépatomégalie...).
Dans ce dernier syndrome, il est évi-
dent que les cellules dans lesquelles
la cascade de '’AMPc a un effet inhi-
biteur sur la prolifération (fibro-
blastes, par exemple) vont étre désa-
vantagées et auront tendance a
disparaitre. Cela explique probable-
ment pourquoi le syndrome de Mec-
Cune Albright n’existe que sous la
forme de mosaique affectant seule-
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ment une proportion des cellules ; la
mutation héréditaire, c’est-a-dire gé-
néralisée a toutes les cellules, serait
probablement létale [37]. Des muta-
tions somatiques activatrices de pro-
téines de la cascade de ’AMPc, en
aval de Gs, pourraient rendre compte
d’autres adénomes autonomes hyper-
fonctionnels : adénylyl cyclase, pro-
téine kinase dépendante de I'AMPc,
etc. Elles seront certainement recher-
chées et trouvées dans les années a
venir [35]. En revanche, on ne peut
g’attendre a trouver de telles muta-
tions héréditaires car elles seraient lé-
tales, mais, comme dans le syndrome
de McCune Albright, le mosaicisme
pourrait permettre leur expression.

Conséquences de I'inhibition

Dans les cellules ou la cascade de
P’AMPc stimule la fonction et la proli-
fération, toute inhibition patholo-
gique de la cascade conduit au déficit
de la fonction et d la régression de
'organe. Cela implique que toute mu-
tation somatique inhibitrice, a
quelque niveau de la cascade que ce
soit, ne donnera lieu 4 aucune mani-
festation pathologique puisque la cel-
lule affectée sera désavantagée et aura
tendance d disparaitre. Si I'inhibition
porte sur toutes les cellules (de la thy-
roide par exemple), elle entrainera
hypothyroidie et atrophie de la glan-
de. Pour la thyroide, I’agent inhibi-
teur pathologique le mieux connu est
I'anticorps bloquant qui, produit dans
la maladie auto-immune de la thyroi-
de, se lie au récepteur de la TSH et in-
hibe I’action de la TSH. Ce mécanis-
me est responsable d’une partie des
hypothyroidies dans les thyroidites.
Au point de vue génétique, un certain
nombre de cas d’hypothyroidies
congénitales avec absence de réponse
de la thyroide 4 la TSH ont été décrits
et une mutation inhibitrice du récep-
teur a été définie (voir I'article de C.
Ledent et al., p. 215 de ce numéro). Le
nombre d’affections dues a une muta-
tion congénitale inhibitrice de récep-
teurs couplés positivement a la casca-
de de ’AMPc ne cesse d’augmenter :
nanisme hypophysaire par défaut du
récepteur de la GRH (growth releasing
hormone) (m/s n°5 wvol. 7, p. 519-20),
diabéte insipide par défaut du récep-
teur V2 de la vasopressine (m/s n° 10,
vol. 9, p. 1138), etc. [38].

En aval du récepteur, l'inactivation
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générale d’un allele de Gs suffit a en-
trainer la pseudohypoparathyroidie.
Dans cette affection, I’ensemble des
types de cellules dans lesquelles la
cascade de 'AMPc stimule fonction
et parfois prolifération est affecté.
Cela conduit 2 un syndrome d’hypo-
parathyroidie (défaut de réponse a la
PTH), hypothyroidie (défaut de ré-
ponse a la TSH), etc. Dans ce cadre,
I'inactivation d’'un des alléles du
géne d’une protéine activatrice de la
cascade de 'AMPc (adénylyl cyclase,
unité catalytique de la PKA) pourrait
conduire a une maladie similaire

Summary

The mitogenic cascade of cAMP
in the thyroid and other tissues

The study of cell proliferation
control in the thyroid gland led us
to define the mitogenic role of the
cAMP cascade. TSH (thyroid stimu-
lating hormone), via its binding to
its receptor and activation of adeny-
late cyclase increases the intracellu-
lar level of cAMP, leading to the sti-
mulation of the function, the
proliferation and the expression of
differentiation in thyrocytes. The
cAMP cascade is characterized by
an early and transient rise of pro-
tooncogene c¢-MYC and JUNB ex-
pression. The tight kinetic regula-
tion of these expressions could
account for the apparently para-
doxical coupling of mitogenesis
and differentiation. The cyclic AMP
mitogenic cascade is, down to the
level of cyclins and their kinases,
distinct from the growth factor acti-
vated cascades or the phorbol ester-
protein kinase C cascade. In the cell
types in which the cAMP cascade sti-
mulates function and proliferation,
its constitutive activation would in-
duce growth and hyperfunction, i.e.
the generation of hyperfunctional
autonomous adenoma or congeni-
tal hyperfunctions ; its inactivation
would lead to loss of function and
atrophy of the organ involved. Our
present knowledge of the cAMP cas-
cade and of its role thus allows us to
predict the alterations of this path-
way that could cause hyperfunctio-
nal hyperplastic lesions or their
converse counterpart.

John Libbey
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