Voie RAS normal et Pathologique.
Introduction :

Ras est le premier oncogène identifier chez la souris puis chez l’homme.  
L’histoire de Ras commence dans les années 80, quand deux gènes ras humains sont identifiés: Hras et Kras. Il  est  né un grand intérêt pour ces gènes, c’est leur association possible avec la survenue du cancer. Depuis que l’on a trouvé  ces gènes mutés dans les cellules tumorales  Les recherches autour de ces gènes n’ont pas cessées. D’ou un grand intérêt autour de RAS.
Bien qu’on le trouve mutés dans des cellules tumorales, lorsque l’on introduit ras muté dans les cellules en culture on n’arrive pas à les transformer en cellule tumorale.
Comment fonctionne ce gène?

· Ras est isoprénylé : Modification post traductionnelle qui se traduit par une farnésylation. Cela implique que ras (molécule  hydrophile cytoplasmique) va pouvoir adhéré à la membrane. Cette modification qui va déterminer la localisation intracellulaire de RAS (découverte en 1989)
·  En 1992 ont mes en évidence les effecteur de Ras : les MAPK, PI3K, rafGDS…
·  En 1997 on a montré que KRAS  était indispensable à l’embryogenèse.

(expérience sur des souris auxquelles ont a invalidé Kras. A l’issu de ces expériences les souris ne pouvaient pas se développer et étaient donc non viable)
· Nécessité de kras pour le développement.
· Dans les années 2000, on a découvert que des anomalies de Ras étaient retrouvées dans des anomalies du développement. Cela à mis en évidence un nouvel objectif.
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Objectif de ce cours : Quelle est l’implication de la famille ras au sens large (gènes comme molécule de signalisation) au développement.
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I./ Quelques rappels sur RAS.

a. Définition de RAS.

Ras est un commutateur moléculaire. C’est donc une molécule qui fonctionne sous deux états activé et inactivé. Le nucléotide qui lui est fixé préside à son activation ou inactivation.
                             ( RasGTP est actif tandis que RasGDP est inactif.


Ras est isoprénylés. De ce fait, il peut se fixé à la membrane cytoplasmique (éléments isopropènes sont représentés par les  4 traits bleus sur le schéma). Au niveau de cette membrane Ras va être activé. Pour cela il va ouvrir sa poche pour fixer le GTP puis il va l’inactiver en GDP et enfin qui va le libérer pour laisser la place à un autre GTP.
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Le changement nucléotidique va modifier l’activité de Ras grâce aux régions Switch pour la commutation : switch 1/switch 2.
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· Ce sont des régions où réside la majeure partie de l’activité de Ras.
· Régions  très conservés dans la famille Ras.
· Ces deux régions sont liés au troisième phosphate du nucléotide (représentation comme des ressors. Au moment de l’hydrolyse du GTP ( en GDP action de ciseaux (imagé) qui vont couper les ressors et donc relâcher la structure. Ce qui traduit le changement conformationnel)
· Régions qui peuvent contenir des mutations.

· Switch 1 et 2 sont impliqués dans les interactions en :

· Amont : avec les facteurs d’activation.

· Aval : avec les effecteurs et les facteurs d’inactivation.
b. activation de RAS et voie de signalisation. (Cours n°2 P2).
Ras va être activé en réponse à l’activation de récepteurs aux facteurs de croissance. C’est donc  une molécule qui va servir à la transduction du signal. 
Les récepteurs de la voie Ras sont les récepteurs  à tyrosine kinase. Ces derniers sont  transmembranaires et  monomériques à l’état inactivé. Lors de la fixation du ligand il y aura une dimérisation et un rapprochement intracellulaire de leurs fonctions tyrosine kinase. Ce rapprochement va permettre leur autophosphorylation (phosphorylation croisée).On aura alors :
· l’augmentation de l’activité de leur fonction tyrosine kinase qui va  permettre la phosphorylation de molécules cibles.
· l’apparition de sites de phosphorylation sur le récepteur qui vont servir de sites d’ancrage à des molécules et ainsi permettre la formation de compositions protéiques qui vont médier le signal en aval.
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Ex : récepteur au PDGF : on a l’apparition de tyrosines phosphorylés qui vont servir de site d’ancrage aux molécules  via les régions SH2 ex : Grb2 et SHC
Vont venir s’agréger d’autres molécules par liaison protéine-protéine tel que la protéine Sos.
Sos va venir à la membrane pour servir de facteur d’échanges (GEF). Elle va aider à l’échange du GDP par le GTP ainsi Ras va être activé.
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Pendant que Ras est activé il va être capable d’activer un grand nombre d’effecteurs. 

Ainsi, différentes régions de Ras vont apparaître suite à la modification conformationnelle (après changement de nucléotides) et vont permettre la fixation d’un certain nombre d’effecteurs (comme raf, PI3K).L’activation des effecteurs en aval de Ras ce fait par liaison protéine-protéine.
· voie de  MAPK/ ERK.
La première voie à avoir été identifié est la MAP kinase/ ERK. C’est la mieux connue. 

Cette cascade des  MAPkinases est initiée par la liaison protéine-protéine de RAF à Ras-GTP. 

RAF activé va activer MEK qui va activer ERK qui est le signal de sortie. 

C’est le dosage de ERK- P qui va servir à mesurer l’intensité de la voie des MAPkinases. Ce dosage sert également à évaluer le fonctionnement de cette voie. 
En signalisation on ne mesure pas que la molécule dans son état basale mais aussi avec différents types de phosphorylation, en effet c’est ce qui traduit le niveau d’activation de la voie.
 Ex : quantité de P-ERK/quantité de ERK.

Cette voie va également aller dans le noyau et activé des facteurs de transcription. Les principaux effets seront sur la prolifération et la survie cellulaire. Le retour sous la forme inactive de Ras se fait grâce aux protéines GAP tel que la Neurofibromine (la première identifiée). 

· Cette voie de signalisation est très complexe .Le premier niveau de complexité est que Ras est une famille de molécule : HRAS NRAS KRAS. De plus Raf et Mek existe sous plusieurs formes. En effet, au cours de l’évolution le génome est enclin à des duplications évolutives d’un unique gène ce qui crée des familles des gènes. 

· Certaines des protéines interagissent de façon non linéaire. Par ex : araf et braf sont capable de faire des dimères et cela joue sur leur activation respective. (Ex : si Braf se fixe sur craf et bien ça va activer craf). Les liaisons non linéaires se font sur un étage (schéma ci-dessous) et participent à une régulation fine de ces gènes.
· Régulation par rétrocontrôle négatif. En effet, les gènes activés par cette voie vont impliquer la production de protéines qui vont inhiber Raf et Mek. 

Cette voie est très régulée car elle est la porte ouverte aux anomalies du cycle cellulaire. Ce qui peut entrainer un phénomène de cancérisation.
[image: image10.png]90
80
70
60
50
40
30
20
10

FREQUENCES DES MUTATIONS
Pathologies définies sur des critéres cliniques

SN

CFC

sc

BPTPNTT
@s0s1
ORAF1
BHRAS
BKRAS
BBRAF
OMEK1
CIMEK2




[image: image11.png]RAS ACTIVE LA VOIE DES MAPK/ERK

Facteur

de croissance v Voie complexe (familles de protéines) —
soluble __ v Voie non linéaire (régulations fines)
(;m-;zl — ¥ Voie trés régulée

/@@ HRAS, NRAS, KRAS

~(eop
‘)-,' ARAF, BRAF, CRAF

SCIL S

> RAS

MEK1, MEK2

ERK1, ERK2

Neurofibrol
(NF1)



 Les différents effecteurs vont avoir des effets différents. 

Ex : Mapkinase (prolifération 
Pi3k ( prolifération et rôle majeur de survie.
D’autre modification induites par les effecteurs  auront un
effet sur des éléments du développement en jouant  par exemple sur l’organisation du cytosquelette et le signal calcium.

· Ras et Cancer.

Ras est le gène le plus étudié car c’est le premier oncogène mis en évidence mais aussi le plus fréquemment muté dans les cancers. Il est muté dans 30% des cancers humains de toutes sortes. C’est énorme. Ce sont des gènes extrêmement important pour  compréhension et les traitements des tumeurs.

Les mutations de Ras sont essentiellement des mutations faux sens (changement d’un nucléotide qui entraine un changement de codon et donc la synthèse d’un autre aa). Elles sont ciblées et récurrentes quelque soit le type de cancer et le membre de la famille Ras touché. Ces mutations touchent les codons 12, 13 et 61. Elles vont modifier les capacités de Ras en gênant son retour à la forme inactive. 
En :

· diminuant l’activité GTPasique intrinsèque de Ras. Ce qui constitue un premier rétrocontrôle -.
· Empêchant la fixation des protéines GAP qui vont stimuler cette activité GTPase intrinsèque.
Ce qui va aboutir à une activation prolongée voir constitutive (indépendamment d’un signal pour être activé) de la protéine Ras. Ras va ensuite médier à des voies de survies qui pourront aboutir à une cancérisation.

Technique permettant de mettre en évidence les mutations : le séquençage des gènes.
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La plupart du temps on a des mutations hétérozygotes car ce sont des mutations gain de fonction. Il suffit qu’un allèle soit touché pour avoir une modification du gène.
Les mutations peuvent touchés les trois gènes KRAS NRAS HRAS, même si KRAS est le plus impliqué dans les tumeurs. Ces trois gènes sont mutés pour les même codons mais pas pour les même tumeurs ; ce qui laisse penser qu’ils n’ont pas forcément les même fonctions.

· Isoforme de RAS
Il existe 3 gènes et 4 formes protéiques. En effet on a KRAS a ou KRAS b selon l’épissage alternatif.
Les 4/5ème  de la protéine sont absolument identique. C’est pour cela qu’on retrouve les mêmes nucléotides mutées sur les 3 gènes. 
On a une partie à la fin de la protéine qui va différer. C’est la partie hypervariable c’est là que vont se concentrer toutes les différences entre les gènes. C’est dans cette région qu’on retrouve les aa isoprénylés, farnésylés. Ces modifications post-traductionnelle sont importantes pour la localisation intracellulaire de Ras (au niveau des autres organites notamment) et pour l’expression des gènes dans les différents tissus. En effet, ces gènes ne sont pas tous exprimés dans les même tissus ou au même niveau.

Le cancer est extrêmement associé à la voie à la mutation des gènes KRAS.
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II./ SHP- 2

a. les maladies du développement associées. 
· La neurofibromatose 

C’est une maladie qu’on a longtemps considéré comme une prédisposition au cancer.

C’est une maladie génétique assez fréquente. Elle est associée à l’inactivation du gène  NF1 codant pour la Neurofibromine (GAP). Si la Neurofibromine est  inactivé, le retour à la forme inactive de Ras va être plus difficile.

Dans les cellules, des patients atteints de la neurofibromatose on a une simple haploinsuffisance. C'est-à-dire qu’une mutation inactive un allèle cependant l’autre allèle reste fonctionnel, (provoquant des anomalies du squelette, des nodules de Lish et des difficultés d’apprentissage fréquentes).

Toutefois cela augmente la probabilité d’une inactivation complète du gène.

Dans les cellules où l’on aura une inactivation biallèlique il y aura apparition de tumeurs.
On observe  un spectre tumoral particulier avec  des tumeurs malignes touchant les éléments du système nerveux (neurofibrosarcome astrocytome phaechromocytome) et des leucémies particulières LMMJ (leucémie myelo-myocytaire juvénile).

Outre la provocation de tumeurs la neurofibromatose est la première maladie qui a fait le lien avec des anomalies de développement
· Syndrome de Noonan :

C’est une maladie génétique à transmission autosomique dominante. Très fréquente (1/2000 naissance). Le diagnostic est facilité par le dysmorphisme caractéristique de la maladie. Ce qui fait la gravité de ce syndrome est le retard de croissance et les malformations cardiaques. Ces patients ont également des retards psychomoteurs (petites difficultés) et une faible prédisposition aux leucémies. Il peut y avoir  d’énormément de différences d’un individu à l’autre et une atteinte de nombreux tissus.
En 2001, chez 40% des patients ont a mis en évidence la mutation du gène PTPN11. Ce sont des mutations hétérozygotes compatibles avec une transmission autosomique dominante. Ce gène étaient déjà connu parce qu’il code pour une tyrosine phosphatase SHP-2, cytosolique régulée par les facteurs de croissances. On s’approchait de la signalisation des facteurs de croissance et donc de la voie Ras.
b. Description de SHP-2
· Fonctionnement
SHP-2 fait parti des molécules capables de se fixer sur les tyrosines phosphorylés du récepteur à tyrosine kinase. Elle participe à la signalisation Ras. On considère que SHP-2 est nécessaire à l’activation complète de la cascade MAPK/ERK par Ras cependant on ne connaît pas bien ces cibles. Quand on a SHP 2 hyperactive on aura plus de P-ERK.
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· Structure

Cette structure possède :

- 2 domaines SH2 capable de se fixer à des tyrosines phosphorylées.

- un domaine PTP qui est un type de domaine  phosphatase.

- 2 tyrosines qui pourront être phosphorylés et qui vont participer à la régulation de la protéine.

· Activation de SHP-2
La  protéine a été cristallographié (permet de regarder la configuration de la protéine dans l’espace). Ainsi on sait que dans l’espace le domaine  SH2 N-term va se replier sur le site enzymatique de façon à bloquer le site actif par encombrement stérique. (La molécule est synthétisée sous forme inactive)
Ce qui fait qu’à l’état basal SHP-2 est à l’état inactif.
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Cependant quand le N-SH2 va rencontrer les tyrosine-P, il va s’y fixer préférentiellement et spécifiquement. Ainsi les deux SH2 seront fixés la protéine va s’ouvrir et libéré l’accès au substrat qui est lui mm phosphorylés. En effet la phosphatase va hydrolyser le phosphate de la molécule. Il y aura activation de la protéine.
En résumé, il y a une délocalisation de la protéine au niveau des tyrosines phosphorylées du récepteur  puis une activité enzymatique.

· Les mutations
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Chez 40% des patients atteints du syndrome de Noonan on retrouve des mutations, qui ne sont pas répartis de manière aléatoire lorsque l’on regarde la molécule repliée. Elle se trouve toutes entre le N-SH2 et le PTP. En effet, il a va y avoir une déstabilisation de la boucle de rétrocontrôle ;( intéraction N-SH2/PTP plus faible). Ainsi SHP-2 sera plus facilement activable. Et donc la voie Ras sera plus activée qu’elle ne devait l’être.
Cela est compatible avec un gain de fonction et donc avec  une mutation hétérozygote.

[image: image20.png]Activité PTP +/- p-Tyr dérivé d’IRS-1 [p1172]

o basal
Epii7z

" (jowd/uuyouid) sseajes id



On a également montrée que l’activité phosphatase est plus importante dans les protéines mutées que les protéines non mutées.
Ainsi une molécule impliquée dans les maladies génétiques du développement très fréquentes avait comme particularité d’activer la voie Ras. On a relié le développement à la voie Ras.

· Expérience de vérification.
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On a introduit PTP mutés dans une souris pour être bien sur que la mutation était bien responsable de la maladie. Et on a retrouvé un certain nombre d’anomalies comme le retard de croissance chez les souris.


III – Syndrome de Noonan & syndromes associés
Le syndrome cardio-fascio-cutané et le syndrome de Costello sont des diagnostics différentiels (se rapprochent du syndrome de Noonan mais tout en étant assez différents pour avoir étés appelés sous des autres noms). Globalement ce sont des syndromes plus graves (cardiopathie plus graves, dysmorphie plus marquées, retard mental important…).

► Il y a survenue de cancers chez 15% des individus atteints du syndrome de Costello.

DESCRIPTION DU SYNDROME DE NOONAN ET DES SYNDROMES ASSOCIES
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1°) Bases moléculaires

Les mutations PTP.N11 ont étés mis en évidence chez 40% des individus atteints du syndrome de Noonan (qui entraine une hyperactivation de la voie RAS notamment MAPK). Pour le reste, on n’a aucunes bases moléculaires. Historiquement, on a étudié les anomalies des gènes intervenant dans la voie MAPK (approche par gène candidat). 

Ainsi on a trouvé que HRAS est muté chez 85% des patients atteints du syndrome de Costello. Ca a été une très grande surprise car on ne s’attendait pas à ce que HRAS soit viable et qu’il donne une « aussi faible » prédisposition au cancer (15%).

On a aussi pu élucider les mutations responsables des autres syndromes:

   - syndrome LEOPARD (très proche du S de Noonan mais énormément de petits grains de beauté et lentigines qui donnent un aspect moucheté de la peau).

→ mutation de SHP2

   - S de Noonan → mutation de SHP2, SOS1, RAF1, NRAS

   - S de Costello → mutation de HRAS

   - S CFC → mutation de MEK1, MEK2, BRAF, KRAS

REPRESENTATION DES SYNDROMES ET DE LEURS BASES MOLECULAIRES
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Ces mutations germinales (néomutations) sont à opposer aux mutations somatiques (responsables des cancers) [voir partie ].

· Pourquoi s’intéresser aux bases moléculaires de ces syndromes?

Les bases moléculaires permettent s’établir un diagnostic plus « sûr » qu’un diagnostic porté sur la clinique (qui n’est pas toujours évident). Elles permettent aussi de faire un pronostic: ce sont des maladies extrêmement hétérogènes (bases génétiques variables) en faisant des corrélations entre phénotype et génotype (ex : risque de cancer selon le gène atteint).

Elles sont importantes en vue un conseil génétique (mode de transmission, néomutation, DPN…).

· Redéfinition du S de Costello

Le diagnostic clinique n’est pas totalement superposable au diagnostic moléculaire tel qu’il a été fait (le même gène muté pouvait être responsable du S de N, du S CFC ou du S de C). Le diagnostic clinique est difficile car il y a une sorte de continuum de entre les signes cliniques de ces syndromes.

Il s’est alors posé la question de redéfinition des syndromes selon des critères moléculaires et plus seulement clinique (comme c’était le cas). Problématique entre une médecine scientifique et ses bénéfices, et une médecine accessible et universelle (beaucoup de pays ont difficilement accès à ces diagnostics moléculaires).

Le S de C a été redéfini sur la base des mutations HRAS. Maintenant, les individus de ce syndrome ont HRAS muté avec un risque de cancer associé à HRAS (avant seuls 85% possédaient HRAS muté).

Par contre, pour ce qui concerne le S de N et le S CFC, les définitions cliniques sont restées car le gène en cause n’apporte pas d’infos particulières sur la maladie de l’enfant (par exemple risque tumoral très faible de l’ordre de 1 à 2%).

FREQUENCE DES MUTATIONS DES DIFFERENTS SYNDROMES (AVANT ET APRES LA REDEFINITION DU S DE C)
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IV – La voie RAS dans les cancers
A part le S de C, le risque tumoral n’est pas très important alors qu’on active une voie oncogénique majeure (RAS, BRAF, SHP2…sont des oncogènes importants).

Pourquoi les mutations constitutionnelles touchant la voie RAS n’induisent-elles pas plus de cancers?


1°) « Verrous » de sécurité

Ceci est du au fait qu’il existe des « verrous » de sécurité : les voies mitogéniques induisent un rétrocontrôle en activant des voies d’apoptose et d’arrêt du cycle cellulaire (via p16, p14, p53 et p21).

→ La réponse normale d’une cellule « naïve » à l’activation exagérée de RAS est l’arrêt du cycle cellulaire et/ou la sénescence et pas la prolifération ou la transformation.
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Ceci explique qu’il n’y a pas de prolifération cellulaire lorsqu’on insère RAS muté dans des cellules normales (il faut déjà qu’il y ait un certains nb de verrous cellulaires qui aient sautés).

Ainsi en général dans le processus de cancérisation, les mutations des KRAS (fréquentes dans le cancer du côlon) ne sont pas l’élément primitif de la tumeur.
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2°) « Gravité » de la mutation

Les mutations somatiques retrouvées dans les cancers ne sont pas les mêmes que les mutations constitutionnelles (impliquées dans les syndromes que nous étudions). En général, elles ne sont pas compatibles avec la vie car le gain de fonction est tellement important (activité étudiée in-vitro) que les processus de contrôle provoqueraient l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire, et empêcheraient ainsi l’organisme de se développer.

DISTINCTION ENTRE LES MUTATIONS SOMATIQUES & CONSTITUTIONNELLES
De manière caricaturale, le gain de fonction des mutations constitutionnelles est suffisamment important pour entrainer des dérégulations, mais trop faible pour entrainer l’apoptose ou la sénescence.



IV – Thérapeutiques ciblées dans le cas du cancer

Globalement toutes les molécules intervenant dans la voie RAS (RTK, GRB2…) peuvent être atteintes dans les cancers.


· Le Cetuximab (Erbitux®) 

Il s’agit d’un anticorps monoclonal se liant au récepteur de l'EGFR (HER1 ou ErbB1) présent sur les cellules normales et tumorales et le bloque.

On s’est rendu compte que chez certains patients survenaient en plus de l’hyperactivation du récepteur, des mutations de KRAS. L’efficacité du traitement est plus faible chez les personnes KRAS muté.

COURBE DE SURVIE DES MALADES SELON QU’ILS ONT RAS MUTE OU NON MUTE
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A 12 mois, environ 60% des patients non mutés pour KRAS sont vivants, alors que seuls 10% sont vivants lorsqu’ils ont KRAS mutés

→ le Cetuximab est actif sur les cellules surexprimant le récepteur EGFR; mais les tumeurs présentant en plus une mutation de RAS ne répondent pas au traitement (même si on bloque le R de croissance, RAS est en aval du récepteur).

Sur l’AMM, il est préconisé de faire une évaluation moléculaire du statut de RAS.

Avec le temps, ce genre de thérapeutiques va se généraliser. Dans les raisons qui permettent de choisir le traitement, dans son suivi il faut une étroite collaboration entre le médecin et le laboratoire qui va typer la tumeur pour évaluer les chances de réussite du traitement. 

· Inhibiteurs de prénylation

Elles interviennent dans les voies de synthèse des isoprènes (qui est aussi le début de voie de synthèse du cholestérol):

- Inhibiteurs de farnésyl transférases

- Statines (utilisés aussi comme hypocholestérolémiant car inhibe l’HMG-CoA Réductase)

· Administration des thérapeutiques destinées aux cancer dans le cas de maladies de développement ?
Problèmes éthiques mais premiers essais thérapeutiques in vivo lancés il y a quelques années mais n’a pas encore donné de résultats concluants…
