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Les contes de la voie Wnt

Comment GSK3 fut enfermée
dans les endosomes multivésiculaires

Jean-Louis Plouhinec, Vincent Taelman

> 'étude de la signalisation cellulaire,
le processus par lequel les cellules
communiquent entre elles et intégrent
les informations de leur environne-
ment, a permis de grandes avancées
dans la compréhension de la physio-
logie humaine et de ses déreglements
comme le cancer ou le diabeéte. La voie
de signalisation Wnt dite canonique est
une des voies majeures de signalisation
et un acteur crucial dans le déve-
loppement embryonnaire et ’homéo-
stasie des tissus adultes, notamment
des os et de I’intestin. Les mutations
affectant cette voie de signalisation
sont a Iorigine de plusieurs maladies
génétiques, affectant par exemple la
densité osseuse, et sont impliquées
dans de nombreux cancers comme ceux
du colon [1].

Le contréle de la stabilité de la protéine
cytoplasmique -caténine par la kinase
GSK3 (glycogen synthase kinase 3) est
un élément clé de la voie Wnt canoni-
que. Cependant le mécanisme exact par
lequel la voie Wnt inhibe I'activité de
cette kinase était jusqu’a présent mal
compris. Dans une étude récente [2],
nous avons montré que I’activation de la
voie Wnt induit la séquestration de GSK3
a Iintérieur de vésicules intracellulaires
appelées endosomes multivésiculaires
(MVE).

Fonctionnement de la voie Wnt

La protéine 3-caténine joue un réle cen-
tral dans la voie Wnt : c’est son accumu-
lation nucléaire qui détermine la réponse
transcriptionnelle a ’activation de cette
voie. Deux décennies de recherche ont
conduit @ un modele de la voie Wnt dont
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la logique est la suivante [3] : lors-
que la voie est inactive, la B-caténine
synthétisée dans le cytoplasme est
constamment dégradée par action d’un
complexe de destruction composé des
protéines d’échafaudage axine et APC
(le suppresseur de tumeur adenomatous
polyposis coli), ainsi que des kinases CK1
(casein kinase 1) et GSK3. Ce complexe
se lie & la B-caténine, que CK1 et GSK3
phosphorylent dans sa région amino-
terminale. La B-caténine phosphorylée
est alors reconnue par I'ubiquitine ligase
B-TRCP (B-transducin repeat containing
protein), polyubiquitinylée et dégra-
dée par le protéasome. €n I’absence de
B-caténine, les génes cibles de la voie
Wnt sont réprimés par les facteurs de
transcription de la famille TCF/LEF (T cell
factor/lymphoid enhancer factor).
l'interaction du ligand Wnt avec les
récepteurs LRP5/6 (low density lipo-
protein receptor related protein 5/6)
et Frizzled entraine le recrutement par
ces récepteurs des protéines Axin et
GSK3 et, par un processus jusqu’a pré-
sent mal compris, I'inhibition de "ac-
tivité du complexe de destruction. La
B-caténine, qui n’est plus phospho-
rylée ni dégradée, s’accumule alors
dans le noyau de la cellule, y forme un
complexe avec les facteurs de trans-
cription TCF/LEF et active les genes
cibles de la voie Wnt.

Réle du processus d’endocytose

dans Pinhibition de la kinase GSK3
Récemment, le processus d’endocytose
par lequel la cellule internalise les pro-
téines membranaires et des compo-
sés extracellulaires est apparu comme
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un point de régulation majeur de la
signalisation cellulaire, qui conditionne
notamment la terminaison du signal
[4]. Ce réle a été mis en évidence lors
des études pionnieres sur la signalisa-
tion par le facteur de croissance EGF
(epidermal growth factor).

Lorsque le récepteur de 'EGF est activé
par la liaison avec son ligand, il assem-
ble un complexe moléculaire de signa-
lisation aussi appelé « signalosome ».
Ce complexe est rapidement internalisé
dans le cytoplasme a la surface de vési-
cules appelées endosomes. Au cours
de ce processus, le complexe reste en
contact avec le cytoplasme et continue
d’activer la voie de signalisation. Pour
terminer le signal, la cellule utilise la
machinerie €SCRT (endosomal sorting
complex required for transport) qui, a la
maniére de poupées russes, internalise
ces signalosomes dans des vésicules a
I’intérieur de I’endosome, lequel devient
alors un endosome multivésiculaire
(MVE). Les signalosomes séquestrés dans
ces vésicules intraluminales deviennent
incapables de transmettre un signal au
cytoplasme. Le MVE fusionne ultérieu-
rement avec un lysosome, un organite
intracellulaire chargée de dégrader son
contenu.

Le ligand Wnt avait déja été détecté
dans des MVE chez la drosophile [5],
laissant penser que la voie Wnt pour-
rait fonctionner suivant un principe
similaire a celui que nous venons de
décrire pour la voie EGF. Nous avons
donc émis I’hypothése que interna-
lisation du signalosome Wnt dans des
MVE par la machinerie ESCRT entrai-
nerait la séquestration physique de
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GSK3 dans des vésicules intraluminales
(Figure 1). Cette séquestration induirait
I’inhibition de GSK3, offrant ainsi une
explication moléculaire a I'inhibition
de cette kinase lors de activation de
la voie Wnt.

Nos observations expérimentales cor-
roborent cette hypothése : bien que la
quantité de kinase GSK3 reste constante
dans la cellule, son activité dans le
cytoplasme décroft de plus de 60 %
lorsque la voie Wnt est stimulée. Cette

stimulation protége également GSK3
contre I'action de protéases qui dige-
rent les protéines cytoplasmiques. Or,
ces deux caractéristiques, diminution
d’activité de GSK3 et insensibilité aux
protéases, sont abolies par I'addition
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Figure 1. Modéle de la séquestration de GSK3 dans des endosomes multivésiculaires par la voie de signalisation Wnt canonique. |’association du ligand

Wnt avec ses récepteurs induit le recrutement de la sérine/thréonine kinase GSK3 (en rouge) a partir du cytoplasme vers le complexe récepteur au niveau

de la membrane plasmique (1). Ces complexes se regroupent pour former des signalosomes (2) et sont ensuite internalisés dans des endosomes pré-

coces (3). Ces derniers fusionnent alors avec des endosomes multivésiculaires (4) et "action de la machinerie ESCRT (5) conduit a internalisation du

signalosome et de GSK3 dans des vésicules intraluminales (6). Cette séquestration de GSK3 dans des vésicules intracellulaires entraine la stabilisation

de ses substrats cytosoliques tels que la 3-caténine ainsi que d’une multitude d’autres protéines cibles (diagramme adapté de [2]).
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de détergents qui dissolvent les mem-
branes lipidiques, ce qui suggere que
lors de I'activation de la voie de signa-
lisation Wnt, une proportion signifi-
cative du stock cellulaire de GSK3 est
relocalisée dans des compartiments
membranaires inaccessibles aux pro-
téases. Par ailleurs, on observe que
GSK3 et le ligand Wnt endocyté sont
colocalisés au niveau d’endosomes ;
de plus, GSK3, qui est cytoplasmique
en I’absence de Wnt, est détectée par
microscopie électronique a Iintérieur
de MVE apres la liaison du ligand. Enfin,
nous avons montré que la machinerie
€SCRT, indispensable a la formation
des MVE et a 'internalisation de GSK3,
est requise pour 'activation de la voie
Wnt. Il est intéressant de noter que,
contrairement a ce qui se passe lors
de Pactivation du récepteur a I’EGF
ou l'internalisation du signalosome
dans les MVE entrafne la terminaison
du signal, dans le cas de la voie Wnt
activée, la séquestration de GSK3 dans
les MVE par la machinerie ESCRT est un
signal d’activation.

Effets de la voie Wnt

sur les cibles de la kinase GSK3

Outre la B-caténine, il a été montré
que GSK3 contrdle la dégradation de
plusieurs autres protéines impliquées
dans le contrdole de la prolifération
cellulaire : c’est le cas des facteurs
de transcription Smad, intermédiaires
clés de la voie de signalisation du
TGFB (transforming growth factor),
ainsi que de plusieurs oncogénes (Myc,
Maf, Snail) [6]. La séquestration d’une
partie importante du stock cellulaire
de GSK3 au cours de I'activation de
la voie Wnt pourrait donc affecter
globalement la phosphorylation des
cibles de cette kinase et leur stabilité.
€n mesurant la demi-vie des protéi-
nes nouvellement synthétisées dans
des cellules en culture, nous avons
observé que 'activation de la voie Wnt
et I’inhibition de GSK3 augmentent
la stabilité de nombreuses protéines
cellulaires.
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Nous avons identifié les protéines
cibles potentielles de GSK3 en réa-
lisant une analyse bioinformatique
du protéome humain a la recherche
de motifs peptidiques reconnus par
GSK3. Cette kinase reconnait comme
substrat des protéines contenant une
sérine ou une thréonine (S/T) phos-
phorylée, et elle phosphoryle a son
tour une sérine ou une thréonine située
quatre acides aminés (aa) en amont
dans la séquence de la protéine subs-
trat. Cette réaction peut se poursuivre
s’il existe une autre sérine/thréonine
quatre aa en amont, permettant des
phosphorylations en chafne a partir
d’une sérine/thréonine d’amorgage
phosphorylée par une autre kinase [7,
8]. Par exemple, dans le cas du motif
LDSGIHSGATSTAPSLS présent dans la
B-caténine, la phosphorylation par
CK1 de la sérine représentée en bleu
(ci-dessus) entraine la phospho-
rylation par GSK3 des autres sérines
soulignées. Ces phosphorylations en
série peuvent €tre reconnues, comme
dans le cas de la B-caténine, par des
ubiquitine ligases qui marquent la
protéine qui sera dégradée.

Cette analyse montre que 20 % des
protéines humaines contiennent un
tel motif. Ces motifs ne sont proba-
blement pas tous fonctionnels, car
ils doivent étre accessibles a GSK3
et non enfouis dans la protéine, et
ils doivent étre reconnus également
par une kinase d’amorgage. Cepen-
dant, une proportion importante de
ces motifs sont probablement acces-
sibles : beaucoup contiennent un site
d’amorcage potentiellement reconnu
par une kinase (MAPK, CK2, PKA) et
sont conservés au cours de I’évolution
dans les protéines de la méme famille.
Cette analyse nous apprend également
que les protéines impliquées dans
la transcription et la régulation de
la chromatine sont surreprésentées
parmi les cibles de GSK3, ce qui sug-
gere que GSK3 est particulierement
impliquée dans la régulation de ces
processus.

Nous avons validé cette analyse sur
une des protéines contenant un motif
conservé, HDAC4 (histone déacéty-
lase 4, impliquée dans la régulation de
la chromatine), en montrant qu’elle est
stabilisée par la voie Wnt et que cette
stabilisation est régulée par le motif
identifié. Enfin, cette observation peut
€tre généralisée : en effet, nous avons
montré que si I’on ajoute a une pro-
téine un motif reconnu par GSK3, sa
stabilité dépend alors de I’activation
de la voie Wnt. Ce résultat suggere
que de tels motifs peuvent servir de
senseurs combinant la lecture de I'ac-
tivité de la voie Wnt et de la kinase
d’amorgage. Du fait de leur simplicité,
ces motifs peuvent étre facilement
gagnés ou perdus par une protéine
en quelques mutations au hasard de
I’évolution pour adapter sa régulation
a de nouvelles nécessités.

Conclusions et perspectives

Notre étude a permis de montrer que
la séquestration par la machinerie
d’endocytose d’une protéine cyto-
plasmique, la kinase GSK3, est une
étape essentielle de IPactivation de
la voie de signalisation Wnt. Nous
avons mis en évidence un nouveau
mécanisme d’inhibition d’une protéine
par sa séquestration dans des vésicu-
les intracellulaires. Cette découverte
souligne "adaptabilité de la machi-
nerie d’endocytose et son importance
dans la signalisation cellulaire, ce qui
explique qu’elle soit souvent dérégu-
lée dans les cellules tumorales [9]. €n
revanche, le mécanisme contrdolant la
terminaison du signal Wnt et le retour
de GSK3 dans le cytoplasme reste
inconnu.

Cette étude a également démontré que
la voie Wnt régule au niveau post-tra-
ductionnel la stabilité de nombreuse
protéines intracellulaires. Cette régu-
lation ne se limite pas a la stabilité de
ces protéines et peut également affecter
leur activité [10]. Ce résultat souli-
gne que 'activation de cette voie de
signalisation ne donne pas seulement



lieu @ une réponse transcriptionnelle
classique, mais peut également affec-
ter directement le fonctionnement de
nombreux processus cellulaires. ¢

Tales of the Wnt pathway: how GSK3
got locked up inside multivesicular
endosomes
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La morphogeneése

de ’enroulement intestinal

Thierry Savin

> L'intestin est I'un des plus gros organes du
corps humain, mais demeure 'un des moins
étudiés par les biologistes [1]. Le tube
intestinal présente pourtant une architec-
ture fascinante, nettement conditionnée
par sa fonction, qui est assurée par un
agencement de villosités et de courbures
servant @ maximiser la surface d’absorp-
tion des nutriments. Dans un article récem-
ment publié dans la revue Nature [2], nous
avons étudié la morphogenése des boucles
intestinales. Une démarche interdiscipli-
naire en biologie et en physique, a la fois
expérimentale et théorique, nous a permis
de montrer que I'enroulement intestinal a
pour origine un équilibre tissulaire de for-
ces élastiques. Ces dernieres sont générées
par la croissance différentielle entre le tube
intestinal et la membrane mésentérique qui
le lie a ’'abdomen.

Développement de I’intestin
Entre la conception et la naissance, le
tube intestinal humain se développe pour
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atteindre plus de deux metres de long,
en formant un enroulement complexe a
I’intérieur de ’abdomen. Pour les indi-
vidus d’'une méme espéce de vertébrés,
I’intestin moyen (ou intestin gréle) se
développe de fagon similaire et présente
toujours la méme structure de boucles.
Dans les premiers instants de son déve-
loppement, I'intestin est un tube droit,
en bordure de I"embryon, qui croit plus
rapidement que les tissus environnants.
Il devient alors plus long que le tronc, et
forme une premiere anse qui, en émer-
geant, vrille invariablement dans le sens
antihoraire. Cette immuable chiralité
est déclenchée par une asymétrie dans
I’arrangement cellulaire du mésentére
dorsal, un tissu initialement épais qui
connecte I’intestin a la paroi abdominale
[3, 4]. Le mésentere s’affine par la suite
jusqu’a devenir un feuillet épithélial de
deux cellules d’épaisseur sans asymétrie
apparente. Dans le méme temps, I'intes-
tin continue sa croissance en formant

d’autres boucles tout en restant attaché
sur toute sa longueur au mésentére, lui
permettant ainsi de rester confiné dans
la cavité abdominale. La Figure 1 montre
des exemples de I’enroulement intesti-
nal pour quatre especes différentes, et
illustre la remarquable diversité dans la
taille et la forme de cet organe, qui est
souvent associée au régime alimentaire
de I'animal. Jusqu’a présent, la mor-
phogenese de ces boucles était restée
inexpliquée.

Réle de la croissance différentielle

Afin de comprendre I'organogenese de
Iintestin, nous avons d’abord testé plu-
sieurs hypothéses a I'aide d’embryons
de poulet. €n premier lieu, cet enroule-
ment pourrait provenir des contraintes
spatiales de la cavité abdominale. Nous
avons cependant pu écarter cette hypo-
these, car les boucles restent intactes et
identiques a leur structure in ovo lors-
que l'intestin est dégagé de I"abdomen
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