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I. Mécanisme d’action de la voie Sonic Hedgehog 

 La voie de transduction du signal Hedgehog (Hh) est une cascade de signalisation 

essentielle au développement et au maintien de nombreux tissus aussi bien chez les vertébrés 

que chez les invertébrés (Wilson and Chuang, 2010). Les gènes Hh ont été identifiés, lors 

d’un criblage génétique visant à déterminer les gènes impliqués dans l’organisation du corps 

de la larve de drosophile (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Chez les mammifères, 

cette famille de gènes regroupe trois orthologues que sont Sonic Hedgehog (Shh), Indian 

Hedgehog (Ihh) et Desert Hedgehog (Dhh). Les trois protéines correspondantes partagent les 

mêmes mécanismes de synthèse, sécrétion et transport jusqu'à leurs cibles (Gallet, 2011). 

 

1. Synthèse et sécrétion du ligand 

 Les ligands Hh sont des morphogènes qui agissent aussi bien à courte qu’à longue 

distance de leur lieu de sécrétion sous forme d’un gradient de concentration. Les réponses des 

cellules réceptrices dépendent de la quantité de ligand à laquelle elles sont exposées et la  

variété des réponses induites (prolifération, migration, différenciation cellulaire) est aussi 

reliée à la complexité de la cascade de transduction (Roelink et al., 1995 et pour revue, 

(Dessaud et al., 2008; Roelink et al., 1995; Varjosalo and Taipale, 2008). 

 

 1.1. Synthèse 

 Le ligand Hh est synthétisé sous la forme d’un précurseur d’environ 45 kDa. Après 

clivage de son peptide signal, il va subir une auto-protéolyse et l’addition d’une molécule de 

cholestérol sur l’extrémité C-terminale du fragment N-terminal de 19 kDa (Hh-N) ainsi 

généré (Lee et al., 1994; Porter et al., 1996a; Porter et al., 1996b). Cette protéolyse est liée à 

l’activité intéine (protéine intron qui présente une activité enzymatique lui permettant de faire 

son propre épissage) de la partie C-terminale du précurseur. L’addition du cholestérol 

concomitante avec la protéolyse, permet l’association de Hh-N à la membrane plasmique, 

mais est également impliquée dans les effets à longue distance chez le mammifère comme 

chez la drosophile (Gallet and Therond, 2005; Lewis et al., 2001; Zeng et al., 2001). Le 

fragment Hh-N subira ensuite, une seconde modification lipidique, l’addition d’un acide gras 
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(Pepinsky et al., 1998) sur le résidu cystéine amino-terminal grâce à l’activité de 

l’acyltransférase Skinny hedgehog (aussi appelée sightless, rasp ou central missing; (Buglino 

and Resh, 2008; Chamoun et al., 2001) donnant ainsi naissance à la forme mature du ligand : 

Hh-Np (Figure 1). Cette dernière modification post-traductionnelle ainsi que l’autoprotéolyse 

et la dégradation du fragment C-terminal (Hh-C) ont lieu dans le réticulum endoplasmique 

(RE ; (Chen et al., 2011b).  

 Ces modifications lipidiques seraient également responsables de la formation 

d’oligomères dont la structure semblable aux micelles facilite l’action à longue distance des 

morphogènes (Chen et al., 2004a; Ohlig et al., 2011; Zeng et al., 2001). Plus récemment 

encore, un rôle dans la réception du signal vient de leur être attribué. Le groupement 

cholestérol permet l’ancrage du ligand à la membrane plasmique. Le palmitate, quant à lui, 

augmente l’internalisation du ligand. Ces mécanismes participent à part entière à l’amplitude 

de la réponse au signal au niveau des cellules réceptrices (Grover et al., 2011). 

 Si l’activité des protéines Hh est essentiellement liée à Hh-Np (Roelink et al., 1995), 

une activité des protéines Hh non modifiées et de Hh-C a été rapportée dans le tube neural de 

poulet (Tokhunts et al., 2010) ou dans la rétine de drosophile pour l’attraction des axones en 

élongation et la maturation des synapses (Chu et al., 2006). Les modifications post-

traductionnelles décrites ci-dessus demeurent cependant des étapes clefs et des mutations 

modifiant la maturation de la protéine Shh, sont à l’origine de l’holoprosencéphalie (HPE), un 

syndrome en particulier caractérisé par de sévères défauts de développement du cerveau et de 

la tête (Maity et al., 2005; Traiffort et al., 2004). 

 

 1.2. Sécrétion et transport 

 Bien que le ligand Hh-Np soit attaché à la membrane plasmique, nous venons de voir 

qu’il est capable d’agir à longue distance. Les mécanismes impliqués dans sa sécrétion 

comme dans son transport sont encore loin d’être complètement élucidés. 

 La protéine à douze domaines transmembranaires (TM) Dispatched (Disp) 

participerait aux deux processus (Callejo et al., 2011; Etheridge et al., 2010; Ma et al., 2002). 

Sa structure l’apparente non seulement à la famille des protéines de transport contenant un 

domaine senseur de stérol (SSD pour Sterol Sensing Domain), mais aussi à celle des protéines 
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Figure 1 : Schéma de la maturation post-traductionnelle de la protéine Hedgehog.  

(1) Le peptide signal est clivé. (2 et 3) Le domaine C-terminal catalyse la réaction de transfert 

intramoléculaire d’une molécule de cholestérol en C-terminal du fragment amino-terminal (Hh-N). (4) 

L’addition d’un acide palmitique sur l’extrémité N-terminale de Hh-N par l’acyltransférase Skinny 

hedgehog (Skn/rasp) conduit à la forme active Hh-Np. D’après (Varjosalo and Taipale, 2008). 



  Introduction 

 
 

6 

 

« Résistance, Nodulation, Division » (RND) qui utilise un gradient de protons pour 

transporter de petites molécules lipophiles à travers les bicouches membranaires. Bien que des 

mutations des résidus impliqués dans la fonction de transport de Disp empêchent la libération 

de Hh-Np (Ma et al., 2002), une interaction directe entre Hh-Np et Disp n’a pas encore été 

montrée. 

 Les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG), des composants majeurs de la matrice 

extracellulaire ancrés dans la membrane plasmique des cellules via un 

glycosylphosphatidylinositol (GPI ; (Steinhauer and Treisman, 2009), semblent participer au 

transport de Hh-Np comme l’indique le mutant tout velu chez la drosophile (Bellaiche et al., 

1998) incapable de synthétiser les glypicans Dally et Dally-like (Han et al., 2004). Les HSPG 

favorisent également la fixation du ligand Hh-Np à la surface des cellules réceptrices (Lum et 

al., 2003a). Plus récemment, une étude rapporte qu’ils peuvent être aussi considérés comme 

des régulateurs négatifs de la voie, puisque les glypicans de vertébrés exprimés dans des 

cultures de cellules de drosophile, agissent comme dominants négatifs en inhibant la 

signalisation Hh (Williams et al., 2010)). 

 L’activité à longue distance de Hh-Np pourrait aussi faire intervenir les lipoprotéines 

de basse densité (LDL) ou lipophorines chez la drosophile. Par un mécanisme encore inconnu 

à ce jour, Hh-Np serait chargé sur ces particules constituées d’une protéine d’échafaudage 

apolipophorine I ou II et d’une monocouche de phospholipides entourée de cholestérols 

estérifiés et de triglycérides. Dans les larves de drosophile présentant un faible taux de 

lipophorines, Hh-Np s’accumule à proximité du site de production et est dépourvu d’activité à 

longue distance (Panakova et al., 2005).  

 La formation d’oligomères Hh-Np permettant de masquer les molécules de cholestérol 

de la forme active du ligand et donc d’accroitre sa solubilité, favoriserait également la 

libération et l’action à longue distance de Hh-Np. Ces oligomères de 100 à 700 kDa associés à 

l’activité maximale du ligand  (pour revue, (Eaton, 2008), ont été bien caractérisés in vitro et 

récemment mis en évidence in vivo (Vyas et al., 2008). Ils permettraient la formation de 

vésicules contenant Hh-Np et récemment mises en évidence dans le tube neural de souris 

(Chamberlain et al., 2008) ou dans des cultures de neurones de la rétine ou de l’hippocampe 

(Beug et al., 2011). 
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 Enfin, dans le cerveau de rongeur adulte, le transport axonal antérograde de ShhN 

depuis le nerf optique jusqu’au collicule supérieur a été révélé après injection intraoculaire de 

méthionine radiomarquée (Traiffort et al., 2001). L’immunolocalisation de Hh-Np dans les 

vésicules synaptiques des neurones de la rétine et le cofractionnement de Hh-Np avec des 

microvésicules semblables à des vésicules synaptiques dans les neurones d’hippocampe 

suggèrent fortement que la protéine Hh-Np pourrait être sécrétée par des neurones matures 

(Beug et al., 2011). 

 

2. Réception 

 La réception du signal Hh est assurée d’une part par des protéines membranaires 

capables d’interagir avec le ligand, et d’autre part par le récepteur Smoothened (Smo) qui est 

à l’inverse, incapable de fixer la protéine Hh, mais dont l’activité est régulée par le principal 

récepteur de Hh, Patched (Ptc ; Figure 2). 

 

 2.1. Patched 

 Ptc possède un rôle central dans la signalisation Hh et est associé à la majorité des 

effets de la voie de signalisation. Il s’agit d’une protéine à douze domaines TM appartenant à 

la superfamille des transporteurs RND et possédant un domaine SSD au niveau des domaines 

TM2 à 6 et deux grandes boucles extracellulaires situées entre les domaines TM1 et 2 d’une 

part, 7 et 8 d’autre part. Récemment, l’expression hétérologue et la purification de la 

conformation native et stable du récepteur humain dans des cellules de levures a pu être faite 

et va permettre par la suite, une étude plus approfondie des relations structure-fonction de ce 

récepteur (Joubert et al., 2009). Alors qu’un seul gène Ptc a été initialement identifié chez la 

drosophile (Capdevila et al., 1994; Hooper and Scott, 1989; Ingham, 1991), 2 gènes 

homologues ont été décrits chez les mammifères (Ptc1 et Ptc2; (Carpenter et al., 1998; 

Ghahramani Seno et al., 2011; Goodrich et al., 1996). 

 La lignée de souris hétérozygotes Ptc1
+/-

 a permis d’associer une activité Ptc 

déficitaire à l’apparition de tumeurs telles que les médulloblastomes (MB) au niveau cérébral 

ou les rhabdomyosarcomes (RMS) au niveau musculaire, mais aussi de défauts 

développementaux de type polydactylie ou croissance anormale (Goodrich et al., 1997). La 
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Figure 2 : Réception du signal Hedgehog sur une cellule de drosophile ou de mammifère. 

La réception du signal Hedgehog (Hh) est facilitée par Ihog/Boi chez la drosophile et Cdo/Boc/Gas1 

chez les mammifères. En l’absence de Hh, Patched (Ptc) bloque l’activation de Smoothened (Smo). La 

forme longue de Ci/Gli est phosphorylée par de multiples kinases, puis adressée au protéasome après 

ubiquitinylation via le complexe SCF
Slimb/β-TRCP

 pour générer une forme tronquée répressive (Ci
R
/Gli

R
). 

Chez la drosophile, la phosphorylation de Ci requiert la protéine kinésine Cos2, qui agit comme une 

protéine d’échafaudage pour lier Ci et ses kinases.  

Chez la drosophile, la levée d’inhibition de Ptc sur Smo conduit à la phosphorylation de Smo par PKA 

et CKI, puis à son accumulation à la surface cellulaire et à son activation. Ensuite, Smo recrute Cos2-

Fu pour activer Fu et dissocier le complexe Cos2-Ci-kinases, inhibant la phosphorylation de Ci et son 

traitement.  

Chez les mammifères, Sufu est le principal inhibiteur de Gli. DYRK2 phosphoryle Gli2 et contrôle sa 

dégradation alors que MAP3K10 active Gli2 en inhibant DYKR2. La phosphorylation de Smo 

nécessite GRK2. Les Gαi seraient impliquées dans la signalisation Hh en aval de Smo aussi bien chez 

la drosophile que chez les vertébrés. D’après (Jiang and Hui, 2008). 
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mise en évidence de ces tumeurs a permis de caractériser Ptc1 comme un suppresseur de 

tumeur. La mutation homozygote Ptc1
-/-

 est quant à elle létale au stade embryonnaire E9.5 et 

s’accompagne de défauts majeurs du développement des systèmes nerveux et 

cardiovasculaire. A l’inverse, les animaux Ptc2
-/-

 sont viables et ne présentent pas de défaut 

développemental majeur. Cependant, la combinaison des mutations Ptc1
+/-

 et Ptc2
-/-

 renforce 

l’incidence du développement des tumeurs. Ptc2 semble donc réguler la tumorigenèse, mais 

ne la déclenche pas (Lee et al., 2006). La majorité des activités de Hh-Np passe par Ptc1, c’est 

pourquoi il est communément admis que l’abréviation Ptc fait référence à Ptc1.  

 Hh-Np se lie à Ptc avec une affinité nanomolaire (Fuse et al., 1999; Marigo et al., 

1996; Stone et al., 1996). Cette liaison met essentiellement en jeu les domaines 

extracellulaires de la partie N-terminale de Ptc (Briscoe et al., 2001; Mullor and Guerrero, 

2000). Elle est suivie d’une internalisation du complexe démontrée chez la drosophile 

(Bellaiche et al., 1998; Burke et al., 1999) et dans un modèle d’explants de tube neural de 

poulet (Incardona et al., 2000).  

 Ptc participe vraisemblablement à la formation du gradient d’activité des protéines Hh 

qui dépendrait de la quantité de récepteurs Ptc liés au ligand par rapport à la quantité de 

récepteurs libres (Casali and Struhl, 2004) ou encore du nombre absolu de récepteurs Ptc 

exprimés à la surface de la cellule (Casali, 2010). Cette dernière hypothèse ferait intervenir la 

liaison d’une ubiquitine-ligase sur la partie C-terminale de Ptc indépendamment de la liaison 

du ligand, permettant sa dégradation et renforçant ainsi la fixation du ligand sur les autres 

récepteurs Ptc exprimés à la surface des cellules. La seconde activité majeure de Ptc est de 

réprimer l’activité constitutive de Smo en l’absence de Hh. La liaison de Hh à Ptc lèvera cette 

activité répressive en mettant vraisemblablement en jeu le domaine SSD de Ptc (cette activité 

sera détaillée dans le chapitre 3). D’autres activités indépendantes de la répression de Smo 

sont aussi associées à Ptc ; pour revue, (Jenkins, 2009). Ainsi, Ptc interagirait avec la cycline 

B1 dont il régulerait la localisation subcellulaire et participerait donc à la régulation de 

l’entrée des cellules en mitose (Barnes et al., 2001). Ptc peut également agir comme un 

récepteur à dépendance induisant une activité pro-apoptotique en l’absence de son ligand Hh 

et après clivage de son extrémité C-terminale par les caspases (Thibert et al., 2003). Ce 

fragment C-terminal clivé serait transloqué au noyau où il s’accumulerait et modulerait les 

facteurs de transcription de la voie (Kagawa et al., 2011). Enfin, un nouveau site de liaison 

des ligands Hh identifié sur la partie C-terminale de Ptc n’aurait aucune incidence sur 
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l’activité de Smo, mais stimulerait des protéines Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) 

1 /2 (Chang et al., 2010). On peut supposer que la coordination de l’ensemble de ces activités 

associées à Ptc est nécessaire au développement embryonnaire physiologique. 

 

 2.2. Hedgehog Interacting Protein  

 La protéine Hedgehog Interacting Protein  (Hhip) est une protéine TM de type I 

capable d’interagir avec les trois ligands Shh, Dhh et Ihh avec une affinité de l’ordre du 

nanomolaire similaire à celle de Ptc pour ces mêmes protéines (Chuang et al., 2003). 

Initialement identifiée chez l’embryon de souris, Hhip ne possède aucun orthologue chez la 

drosophile. Hhip contient une partie N-terminale comportant un domaine riche en cystéines 

(CRD pour Cystein Rich Domain), tandis que des motifs de liaison ressemblant à ceux du 

facteur de croissance épidermique (EGF pour Epidermal Growth Factor) sont situés à 

proximité de son extrémité C-terminale par laquelle elle s’associe à la surface de la cellule où 

elle est exprimée (Bosanac et al., 2009); pour revue, (Beachy et al., 2010). Une forme soluble 

et active de Hhip a aussi été mise en évidence dans le système nerveux de rongeurs adultes 

(Coulombe et al., 2004). La récente cristallisation de Hhip seule ou complexée avec ses 

ligands Hh a permis de montrer que les sites d’interaction de Shh avec Hhip ou Ptc sont 

superposables (Bishop et al., 2009). 

  Comme Ptc, Hhip est transcriptionnellement induit lors de l’activation de la voie Hh 

et les défauts majeurs observés chez les souris déficientes pour le gène Hhip font considérer 

cette protéine comme le régulateur physiologique négatif de la signalisation Hh (Chuang et 

al., 2003; Chuang and McMahon, 1999). Les souris déficientes à la fois pour les gènes Ptc et 

Hhip présentent des anomalies du développement très sévères renforçant l’idée que Ptc 

partage avec Hhip, son rôle dans le contrôle du développement embryonnaire (Jeong and 

McMahon, 2005). Cependant, à l’inverse de Ptc, l’action de Hhip ne passe pas par une 

modulation de l’activité de Smo.  

 

 2.3. Les membres de la famille des protéines Ig/fibronectines Cdo et Boc 

 Les protéines Cdo (Cam-related/down-Regulated by oncogenes) et Boc (Brother-of-

Cdo) sont, chez les mammifères, les orthologues des protéines de drosophile Ihog et Boi 
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(Kang et al., 1997; Kang et al., 2002); pour revue, (Wilson and Chuang, 2006) initialement 

décrites pour leurs rôles dans la réception du signal Hh (Lum et al., 2003a) et leurs capacités à 

fixer les ligands Hh (McLellan et al., 2006); pour revue, (Beachy et al., 2010). Il s’agit de 

protéines comportant des domaines extracellulaires de type immunoglobuline (Ig) et 

fibronectine de type III (FNIII), ainsi qu’un domaine TM et une partie C-terminale. Les 2 

protéines interagissent avec les 3 ligands Hh via leur domaine FNIII (Tenzen et al., 

2006); (Kavran et al., 2010) en mettant en jeu un site de liaison au calcium détecté après 

cristallisation du complexe ligand/récepteur (McLellan et al., 2008). Plus récemment, des 

études chez la drosophile ont permis de montrer qu’Ihog serait inclus dans un complexe 

Ptc/Ihog/Hh-N dont la formation serait nécessaire à l’activation de la voie Hh faisant de Ihog 

et Boi non pas des co-récepteurs de Ptc, mais des composantes indispensables du complexe 

récepteur et nécessaires à la transduction du signal (Zheng et al., 2010). 

 Les mutants murins et les études gain ou perte de fonction ont permis de montrer le 

rôle positif de Cdo et Boc dans la signalisation Hh. Ainsi, les souris mutantes Cdo
-/-

 ont un 

phénotype comparable à celui observé chez les mutants Shh
-/-

 et rappelant l’HPE humaine 

(Tenzen et al., 2006; Zhang et al., 2006). Si ce phénotype n’est pas observé chez les animaux 

Boc
-/-

, la double-mutation Boc
-/-

/ Cdo
-/-

 renforce le phénotype des animaux Cdo
-/-

 suggérant 

aussi un rôle de Boc dans le développement précoce du tube neural (Allen et al., 2011; Zhang 

et al., 2011 ). Exprimé par les neurones commissuraux, Boc participe notamment au guidage 

de leurs axones au niveau de la plaque du plancher dans le tube neural. Une hypothèse 

propose qu’après avoir lié Shh, Boc pourrait transmettre son signal après une interaction 

directe ou indirecte avec le récepteur Smo (Okada et al., 2006). 

 

 2.4. Les autres protéines capables de lier Hh  

 Gas1 (Growth arrest specific genes 1) est une glycoprotéine à ancre GPI considérée 

comme un régulateur négatif de la croissance cellulaire ; pour revue, (Martinelli & Fan, 

2007b). Initialement caractérisé comme un régulateur négatif de la voie Hh chez la drosophile 

(pour revue, (Kang et al., 2007), Gas1 s’est récemment révélé être un régulateur positif de 

cette voie dans le tube neural avec l’existence d’un phénotype compatible avec une réduction 

de la signalisation Hh chez les mutants Gas1
-/-

 (Allen et al., 2011; Allen et al., 2007). Gas1 

coopérerait avec Ptc dans la fixation du ligand Hh (Martinelli and Fan, 2007). Le phénotype 
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rappelant l’HPE est renforcé chez les doubles mutants Gas1
-/-

/Shh
-/-

 (Seppala et al., 2007). De 

plus, une mutation faux-sens identifiée dans Gas1 modifierait sa liaison à Shh et conduirait à 

des anomalies proches de l’HPE (Martinelli and Fan, 2009). Des études très récentes 

montrent qu’au même titre que Boc ou Cdo, Gas1 est essentiel pour la co-réception du ligand 

Hh, la différenciation et la maintenance des progéniteurs neuraux du tube neural, mais 

également la prolifération des précurseurs des cellules granulaires dans le cortex cérébelleux 

(Allen et al., 2011; Izzi et al., 2011). 

 L’importance des HSPG dans la réception des signaux Hh est maintenant bien 

connue (pour revue, (Gallet, 2011) et un domaine Cardin-Weintraub conservé sur les 

protéines Hh a été identifié comme responsable de l’interaction Hh/HSPG (Rubin et al., 

2002). Dans le cortex cérébelleux, cette interaction serait responsable de réponses spécifiques 

en particulier de la prolifération des précurseurs des cellules granulaires, alors qu’elle 

n’influençerait pas la différenciation cellulaire (Chan et al., 2009). Les HSPG facilitent et 

stabilisent également l’interaction entre Hh et Ptc ou Cdo/Boc prolongeant ainsi la durée de 

l’activité signalisatrice du morphogène. Chez la drosophile, l’interaction de la protéine Dally-

like avec Hh peut alternativement induire (Yan et al., 2010) ou inhiber (Williams et al., 2010) 

la signalisation Hh. En accord avec cette propriété de régulateur négatif, les animaux 

déficitaires en glypican 3 présentent une croissance excessive et une prédisposition à 

développer des cancers (Filmus and Capurro, 2008). Ainsi, la fonction spécifique de chaque 

HSPG reste à être précisément déterminée. 

 Enfin, le ligand Shh est capable de se lier à la mégaline (LRP2/Gp330) appartenant à 

la famille des récepteurs aux LDL et exprimée sur la majorité des cellules épithéliales 

polarisées (McCarthy et al., 2002) et pour revue, (Fisher and Howie, 2006). La liaison de Shh 

à la mégaline a été démontrée à l’aide d’un ligand radiomarqué. Bien que des antagonistes de 

la mégaline inhibent l’internalisation du complexe Shh/mégaline et que des animaux 

déficients pour la mégaline présentent un phénotype rappelant l’HPE (Willnow et al., 1996), 

le rôle du récepteur dans la voie de signalisation est encore largement discuté. 

 

3. Le récepteur Smoothened 

 Le récepteur Smo n’est pas une protéine capable de lier les morphogènes Hh, mais son 

rôle clef dans la signalisation et son étroite interaction avec le récepteur Ptc font qu’il est, à ce 
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jour, le récepteur de la voie le plus étudié. Si les souris hétérozygotes Smo
+/-

 présentent un 

phénotype normal, les souris homozygotes Smo
-/-

 présentent des défauts majeurs du 

développement rappelant les signes cliniques de l’HPE (Zhang et al., 2001). 

 

 3.1. Structure du récepteur Smo 

 Historiquement, la découverte du récepteur Smo a été faite chez la drosophile à la suite 

d’un criblage génétique destiné à identifier les gènes impliqués dans la segmentation de la 

larve de l’insecte (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). D’autres études génétiques et le 

clonage de Smo ont démontré que le récepteur est requis pour l’activation de la signalisation 

Hh intracellulaire (Alcedo et al., 1996; van den Heuvel and Ingham, 1996; Zhang et al., 

2001). Smo est un récepteur à 7 domaines TM, présentant un long domaine N-terminal 

extracellulaire et un long domaine C-terminal intracellulaire. Cette structure est semblable à 

celle des membres de la plus grande famille de récepteurs membranaires, les récepteurs 

couplés aux protéines G (RCPG ; pour revues, (Ayers and Therond, 2010; Kniazeff et al., 

2011; Rosenbaum et al., 2009). L’expression hétérologue de la conformation native du 

récepteur Smo humain dans des cellules de levures a récemment été montrée et s’avére être 

d’un intêret majeur pour son étude structurale et à plus long terme pour sa cristallisation 

(Nehme et al., 2010). Par ailleurs, le couplage de Smo aux protéines G hétérotrimériques qui a 

déjà fait l’objet de nombreuses études, soulève encore de multiples questions (ce point sera 

abordé dans le paragraphe 3.3). 

 La superfamille des RCPG regroupe 5 sous-familles classifiées selon leur séquence 

protéique et la localisation du site de liaison de l’agoniste endogène sur le récepteur. Smo 

partage des caractéristiques structurales importantes avec la famille 5 des RCPG, les 

récepteurs Frizzled (Fz), dont les ligands endogènes sont les morphogènes Wnt (Figure 3 et 

pour revue, (Schulte, 2010). Comme les récepteurs Fz, Smo possède un CRD dans sa partie 

N-terminale et ses domaines TM chez la drosophile présentent 31 % d’identité et 52 % de 

similarité avec le récepteur Fz. Cependant, contrairement à celui de Fz, le CRD de Smo n’a 

pas été impliqué dans sa liaison à un ligand endogène (Taipale et al., 2002), mais des 

mutations ponctuelles et une forme tronquée du CRD empêchent l’activation maximale de la 

signalisation Hh chez le poisson-zèbre indiquant l’importance de ce domaine également chez 

les vertébrés (Aanstad et al., 2009). L’extrémité N-terminale de Smo participe à son activité 

constitutive, mais est également à l’origine de la formation de dimères ou même de 
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multimères. Chez les mammifères, des formes dimériques et constitutivement actives du 

récepteur ont aussi été décrites. La liaison du ligand Shh à Ptc provoque un changement 

conformationnel de Smo, conduisant à un rapprochement du domaine C-terminal des deux 

composantes du dimère et correspondant à la forme activée du récepteur (Zhao et al., 2007). 

 Le CRD est connecté à l’heptahélice qui constitue le cœur du récepteur mais aussi la 

cible de la majorité des molécules régulatrices de son activité (Chen et al., 2002a; Chen et al., 

2002b). Des mutations des domaines TM telles que la C298Y dans le domaine TM2 ou 

W388Z dans le TM4 rendent la protéine inactive ou insensible à l’activité répressive de Ptc 

(Nakano et al., 2004). Par ailleurs, une mutation du récepteur Smo humain, W535L, a été 

identifiée dans une forme sporadique de carcinome basocellulaire (BCC pour Basal Cell-

Carcinoma). Ce mutant M2 est une forme activée du récepteur. Située dans le domaine TM7, 

cette mutation pourrait modifier le couplage du récepteur aux protéines G (Xie et al., 1998). 

 Comme attendu pour un récepteur à 7 domaines TM, les boucles intracytoplasmiques 

et la partie C-terminale de la protéine font l’objet de modifications post-traductionnelles 

primordiales pour l’activation du récepteur. L’analyse par spectroscopie de masse du 

récepteur Smo de drosophile a révélé la présence dans ce domaine de 26 résidus 

sérine/thréonine phosphorylés en présence du ligand Hh. Ces résidus correspondent aux sites 

de phosphorylation de la protéine kinase A dépendante de l’AMPc (PKA), de la caséine 

kinase 1 (CK1) et de la glycogen synthase kinase 3 (GSK3 ; (Apionishev et al., 2005; Jia et 

al., 2004; Zhang et al., 2004); pour revue, (Aikin et al., 2008). La phosphorylation de 

l’extrémité C-terminale du récepteur est consécutive à la fixation de Hh sur Ptc et nécessaire à 

l’activation de Smo (Jia et al., 2004). Le blocage de l’activité des kinases PKA/CKI prévient 

l’accumulation du récepteur Smo à la membrane même en présence du ligand Hh, bloquant 

ainsi la transduction du signal Hh (Jia et al., 2004). De plus, la substitution des sites de 

phosphorylation par des résidus non-phosphorylables confère à Smo un rôle de dominant-

négatif (Apionishev et al., 2005; Zhang et al., 2004). L’analyse précise du rôle de ces 

phosphorylations a été réalisée via des expériences de transfert d’énergie par résonance de 

type Förster (FRET pour Fluorescence Resonance Energy Transfer) indiquant que la 

phosphorylation du domaine C-terminal de Smo induit un changement conformationnel du 

récepteur nécessaire pour rompre les interactions électrostatiques au niveau du domaine 

autoinhibiteur sur l’extrémité C-terminale de Smo. Ce domaine est constitué de groupements 

d’acides aminés arginine chargés positivement qui régulent négativement l’activité de Smo, 
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empêchent son expression à la surface cellulaire et le conservent sous forme inactive. Le 

remplacement progressif de ces résidus arginine par un acide aminé neutre, l’alanine, active 

graduellement le récepteur Smo et permet à nouveau son expression à la membrane plasmique 

(Zhao et al., 2007). L’activité de Smo serait ainsi finement régulée par la neutralisation des 

arginines du domaine autoinhibiteur grâce aux phosphorylations subies par le récepteur. Ce 

mécanisme peut être comparé à un véritable rhéostat qui traduirait le gradient d’activité des 

protéines Hh. Ces résidus arginines sont aussi présents sur le récepteur Smo de mammifères 

où ils jouent un rôle identique. 

 Des résultats plus récents vont également dans le sens d’un modèle de 

phosphorylations séquentielles du récepteur Smo de drosophile qui lui permettent de traduire 

les effets associés à de faibles variations de concentrations des protéines Hh. Ainsi, la PKA 

est responsable des premières phosphorylations du récepteur qui sont ensuite renforcées par 

celles liées à l’activité de la CKI. Les phosphatases PP1 et PP4 déphosphorylent 

spécifiquement les sites phosphorylés respectivement par la PKA et la CKI (Su et al., 2011). 

Par ailleurs, la déphosphorylation de Smo par la phosphatase PP4 induit la désactivation du 

récepteur (Jia et al., 2009a). D’autres protéines kinases sont connues pour réguler l’activité 

des récepteurs à 7 domaines TM. C’est le cas de la sérine/thréonine kinase GRK2 (G protein-

coupled receptor kinase 2) qui est, elle aussi, impliquée dans la régulation de l’activité de Smo 

chez les mammifères (Chen et al., 2004b; Meloni et al., 2006). GRK2 est une cible 

transcriptionnelle de la voie Hh positivement régulée lorsque cette voie est active. A l’inverse, 

la perte de l’expression de GRK2 entraine une diminution du niveau d’expression des gènes 

cibles de la voie (Molnar et al., 2007). Des expériences de FRET ont permis de montrer une 

activité régulatrice de GRK2 dépendant de la phosphorylation du récepteur par les kinases 

PKA et CKI et nécessaire à son interaction avec le récepteur Smo. GRK2 peut aussi former 

des dimères/oligomères en se liant à l’extrémité C-terminale du récepteur. GRK2 stabiliserait 

alors la conformation active du récepteur et favoriserait sa dimérisation/oligomérisation. 

GRK2 régule ainsi le récepteur Smo par des mécanismes à la fois kinase-dépendants et 

kinase-indépendants (Chen et al., 2011c). Chez la drosophile, le domaine C-terminal de Smo 

se lie à la kinésine Costal (Cos2) qui fait partie d’un complexe de protéines intracellulaires 

nécessaires à la transmission du signal Hh (Jia et al., 2003; Lum et al., 2003b; Ogden et al., 

2003; Ruel et al., 2003). 
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Figure 3 : Phylogénie et structure du récepteur Smoothened (Smo). 

(A) Arbre phylogénique de la classe des récepteurs humains Frizzled 1-10 (FZD1-10) et Smo. (B) 

Schéma de la structure des récepteurs Smo de drosophile et humain. Les nombres indiquent la position 

des acides aminés. CRD : domaine riche en cystéines. Les étoiles rouges sur le Smo humain indiquent 

les mutations activatrices M1 et M2 isolées de carcinomes basocellulaires. D’après (Ayers and 

Therond, 2010; Schulte, 2010). 

B 



  Introduction 

 
 

17 

 

 3.2. Signalisation 

  3.2.1. Régulation de Smo par le récepteur Patched 

 L’une des originalités de Smo est d’être un récepteur à 7 domaines TM dont le ligand 

endogène n’a pas encore été identifié, mais dont l’activité constitutive est bloquée par la 

protéine Ptc qui maintient Smo dans un état inactif (Alcedo et al., 1996; Chen and Struhl, 

1996). La localisation de Smo au sein de la cascade de signalisation Hh a été rapidement 

caractérisée comme épistatique à Ptc (Chen and Struhl, 1996; Hooper, 1994). Depuis cette 

observation, l’identification des mécanismes permettant à Ptc de contrôler l’activité de Smo a 

suscité l’intérêt de nombreuses équipes de recherche ; pour revue, (Rohatgi and Scott, 2007). 

Un premier modèle proposait que Ptc et Smo pourraient interagir pour former un complexe de 

récepteurs associés à la membrane (Murone et al., 1999). Ce modèle dit « stœchiométrique » 

à été rapidement abandonné. En effet, une analyse de « cross-linking » entre les 2 protéines 

n’a pas permis de montrer d’interaction entre les 2 récepteurs (Taipale et al., 2002). Enfin, 

une seule molécule de Ptc est capable d’inhiber l’activité d’un nombre élevé de molécules 

Smo, ce qui caractérise un mécanisme catalytique et non pas stœchiométrique (Ingham et al., 

2000). Par ailleurs, dans les disques imaginaux de drosophile, l’absence de coexpression des 

récepteurs Ptc et Smo suggère que les deux récepteurs pourraient également fonctionner de 

manière indépendante (Denef et al., 2000 ; Incardona et al., 2002). 

 La similitude entre Ptc et les pompes à petites molécules RND laisse penser que Ptc 

pourrait transporter et donc modifier la concentration ou la localisation d’une petite molécule 

second messager régulant le récepteur Smo (Taipale et al., 2002). Une protéine 

structurellement proche de Ptc est codée par le gène Niemann-Pick C1 (NPC1). Il s’agit d’un 

autre membre de la famille des transporteurs RND qui comme Ptc, possède un domaine SSD 

et joue un rôle important dans le métabolisme des stérols et le transport des vésicules stérols-

dépendantes (Martin et al., 2001). Deux mutations dans le domaine SSD de Ptc ont été 

identifiées comme responsables du contrôle de la répression de Smo (Strutt et al., 2001). De 

plus, plusieurs observations laissent supposer que les lipides interviennent dans la 

signalisation Hh ; pour revue, (Eaton, 2008). Ainsi, les oxystérols, des dérivés des stérols, 

sont capables d’induire l’activation de Smo de façon indirecte (Dwyer et al., 2007). Un autre 

dérivé des stérols endogènes, la vitamine D3, a été proposé comme un régulateur négatif de 

Smo sur des fibroblastes en culture, mais aussi sur l’embryon de poisson-zèbre (Bijlsma et al., 

2006). Par ailleurs, chez la drosophile, l’activation du récepteur Smo pourrait dépendre des 
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niveaux des phospholipides de type phospho-inositol-4-phosphate (PI4P) dont les taux sont 

augmentés en cas de perte de fonction de Ptc. En accord avec cette hypothèse, la perte de 

l’enzyme STT4 kinase nécessaire à la synthèse de PI4P entraine un phénotype similaire à 

celui observé chez les animaux Hh
-/-

 (Yavari et al., 2010). 

 D’autres données suggèrent aussi que Ptc pourrait participer à la régulation de la 

localisation subcellulaire de Smo via le transport de vésicules intracellulaires. En l’absence de 

son ligand, Ptc prévient le mouvement de Smo depuis ces vésicules jusqu’à la membrane 

plasmique et réduit également la concentration des protéines Smo dans la cellule, 

vraisemblablement en induisant son adressage aux lysosomes (Nakano et al., 2004). En 

accord avec ces observations, l’inactivation de Ptc engendre la translocation de Smo à la 

membrane plasmique, ce qui est suffisant pour activer la voie Hh (Zhu et al., 2003). 

Récemment, il a été proposé que Ptc contribuerait à l’efflux de cholestérol des cellules, une 

activité qui pourrait stabiliser Smo à la surface de la cellule (Bidet et al., 2011). Par ailleurs, 

Ptc est capable de réguler la dégradation de Smo en modifiant la composition en lipides des 

endosomes (Khaliullina et al., 2009). 

 

  3.2.2. Les facteurs de transcription Ci/Gli et les régulateurs intracellulaires 

 La fixation de Hh-N sur le récepteur Ptc lève l’inhibition exercée sur Smo, ce qui 

déclenche une cascade de signalisation intracellulaire complexe mettant notamment en jeu les 

facteurs de transcription Cubitus interruptus (Ci ; (Forbes et al., 1993) chez la drosophile ou 

Gli1, 2, 3 chez les vertébrés ; pour revue, (Ruiz i Altaba et al., 2007). Les 3 facteurs de 

transcription Gli possèdent 5 domaines à doigts de zinc leur permettant de se lier à l’ADN 

ainsi qu’un domaine transactivateur en C-terminal, mais seuls Gli2 et Gli3 ont un domaine 

répresseur en N-terminal clivable par autoprotéolyse. Après translocation dans le noyau, les 

facteurs de transcription se lient via leurs domaines à doigts de zinc à des séquences 

spécifiques, appelées « élément répondant à Gli » ; pour revue, (Ruiz i Altaba et al., 2007). 

Alors que des activités inductrices ou répressives de la transcription des gènes cibles sont 

respectivement associées aux formes non clivées Ci(75) et clivées Ci(55) de Ci, elles se 

répartissent entre les facteurs Gli1-3 chez les mammifères. Ainsi, l’activation 

transcriptionnelle est essentiellement liée à l’activité de Gli2, alors que Gli3 est la principale 

forme Gli associée à une répression transcriptionnelle. En l’absence de signal Hh, Gli2 et Gli3 
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sont phosphorylés et adressés au protéasome où ils sont clivés pour générer un fragment N-

terminal doté d’une activité répressive (Gli3) ou dégradés par protéolyse (Gli2) ; pour revue, 

(Ruiz i Altaba et al., 2007). En présence de Hh, Gli2 et Gli3 ne sont pas clivés. La forme 

longue de Gli2 est un activateur transcriptionnel, tandis que la forme longue de Gli3 est très 

rapidement dégradée par le protéasome (Wen et al., 2010). Le schéma classique selon lequel 

la balance activateur-répresseur des facteurs de transcription contrôle la réponse des gènes 

cibles vient d’être revisité grâce à des études de modélisations thermodynamiques montrant 

que l’affinité des sites de liaison Ci sur les promoteurs des gènes cibles intervient dans la 

réponse transcriptionnelle finale (Parker et al., 2011). Contrairement à Gli2 et Gli3, Gli1 n’est 

pas clivé et fonctionne comme un activateur transcriptionnel permettant d’amplifier le niveau 

de signalisation Hh. Gli1 constitue par ailleurs, une cible transcriptionnelle de la voie Hh 

utilisée pour suivre le niveau d’activation de cette voie. En accord avec ces observations, 

l’invalidation de Gli2, contrairement à celle de Gli1, est létale chez l’embryon (Ding et al., 

1998). Les animaux mutants pour Gli3 présentent, quant à eux, une expansion dorsale des 

progéniteurs ventraux du tube neural reflétant l’absence de l’activité répressive liée à Gli3 et 

donc une extension dorsale de la signalisation Hh (Persson et al., 2002).  

 Un complexe protéique intracytoplasmique semble intervenir entre la levée de 

l’activité répressive de Ptc sur Smo et la translocation au noyau des formes Ci/Gli activatrices. 

Chez la drosophile, il comporte la kinésine Cos2, la sérines/thréonines kinase Fused (Fu) et la 

protéine Suppressor of Fused (Sufu ; pour revues, (Aikin et al., 2008; Cheng and Yue, 2008). 

Fu est un régulateur positif de la voie Hh (Alves et al., 1998). Associée de manière 

stœchiométrique avec Cos2, Fu interagit avec Sufu et contrôle le niveau de phosphorylation 

de ces 2 protéines ; pour revues, (Aikin et al., 2008; Ayers and Therond, 2010). La kinase Fu 

est elle-même régulée en réponse à l’activation de la voie Hh. Elle est en particulier 

phosphorylée par la CKI. Très récemment, il a été proposé que l’interaction entre Smo et 

Cos2 stimule l’autoactivation de la kinase Fu en la phosphorylant et en l’adressant à la 

membrane, ce qui met donc en évidence une boucle de rétrocontrôle positif à l’origine de la 

stabilisation et de l’activation du facteur de transcription Ci (Zhou and Kalderon, 2011). En 

phosphorylant à la fois Ci et Smo, les sérines/thréonines kinases CKI et GSK3 vont aussi 

participer à la formation des formes activatrices de Ci et aux modifications de conformation 

de Smo accompagnant la transduction du signal Hh. 
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 Chez les mammifères, ni Cos2 ni Fu ne semblent avoir les rôles pivots qu’ils 

présentent chez la drosophile (Chen et al., 2005; Varjosalo et al., 2006). A l’inverse, Sufu a 

un rôle important et son interaction avec les facteurs de transcription Gli1-3 a été montrée par 

des expériences de co-immunoprécipitation (Humke et al., 2010; Jia et al., 2009b). 

Cependant, une étude très récente destinée à analyser l’activité des facteurs Gli chez la 

drosophile a permis de révéler un niveau de conservation de la voie Hh vraisemblablement 

plus important qu’initialement déterminé. Ainsi, un homologue de Cos2 pourrait réguler 

l’activité des protéines Gli chez les vertébrés (Marks and Kalderon, 2011).  

 

  3.2.3. Le cil primaire 

  3.2.3.1. Structure 

 Etant donné l’importance accordée au cil primaire dans la transduction du signal Hh 

depuis une dizaine d’années (en particulier l’adressage de Smo au cil), il parait ici nécessaire 

de décrire cette structure très particulière de la cellule. Il s’agit d’une fine protrusion (1-5 µm 

de longueur) présente à la surface de la majorité des cellules chez les vertébrés, mais absente 

sur les cellules de drosophile. Il est constitué d’une membrane ciliaire entourant un axonème 

composé de neuf paires de microtubules (structure 9+0) contrairement au cil motile qui 

présente un doublet supplémentaire au centre des neufs paires (structure 9+2). L’axonème est 

relié au corps basal qui est le centriole mère nécessaire à l’élaboration des pôles mitotiques au 

cours du cycle cellulaire ; pour revues, (Gerdes et al., 2009; Kobayashi and Dynlacht, 2011; 

Louvi and Grove, 2011). Le cil primaire est une structure transitoire apparaissant en phases 

G0/G1 du cycle cellulaire lorsque les cellules sont quiescentes et que le centriole mère n’est 

donc pas requis pour la division cellulaire. Celui-ci peut alors migrer le long de la membrane 

plasmique et devenir le corps basal au niveau duquel le cil primaire commencera à se former. 

Pour cette raison, le cil primaire pourrait être considéré comme un frein à la prolifération 

cellulaire comme cela a été proposé au cours de la corticogenèse (Li et al., 2011a). Le corps 

basal possède également des structures accessoires telles que les fibres de transition, les pieds 

basaux et les radicelles ciliaires qui permettent l’ancrage de la structure dans la membrane 

cytoplasmique. Le cil primaire est partiellement isolé du reste de la cellule par la zone de 

transition à sa base qui fonctionne à la fois comme un pore cellulaire et un point d’attache des 

protéines pénétrant dans le cil. Une barrière de diffusion est présente à la base du cil et 

empêche la fuite prématurée des protéines qui y sont entrées (Hu et al., 2010). Les protéines 
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sélectionnées pour entrer dans le cil sont transportées le long de l’axonème grâce au système 

de transport intraflagellaire (IFT) mis en évidence pour la première fois dans les flagelles de 

Chlamydomonas ; pour revue, (Pedersen and Rosenbaum, 2008). Ce transport est un 

processus motile bidirectionnel mettant en jeu de larges complexes protéiques ou particules 

IFT qui sont transportées le long de l’axonème grâce à un moteur kinésine (Kif3a et Kif3B) 

pour le transport antérograde du corps basal à la pointe du cil ou un moteur dynéine 1/2 pour 

le transport rétrograde de l’extrémité du cil au corps basal (Figure 4). Les modèles animaux 

présentant un déficit des mécanismes de transport antérograde ou rétrograde induisent 

respectivement l’absence de ciliogenèse normale ou la formation de cils courts et bombés (Lai 

et al., 2011; Tran et al., 2008). Par ailleurs, un grand nombre de gènes ciliaires impliqués 

dans la synthèse et la régulation des IFT ou bien la constitution du corps basal ont été 

identifiés et sont associés à différentes ciliopathies. La symptomatologie associée à ces 

pathologies décrites dans le chapitre II, est très variable et reflète la variété des rôles associés 

au cil primaire: méchanoperception, détection de molécules, photoréception, olfaction, 

transduction du signal de plusieurs voies de signalisation notamment Hh, Wnt et Plateled-

Derived Growth Factor (PDGF), toutes trois nécessaires pour la croissance et la 

différenciation des tissus ; pour revue, (Goetz and Anderson, 2010). 

 

  3.2.3.2. Régulation de la signalisation Sonic Hedgehog dans le cil primaire 

 La première mise en évidence d’un lien entre la signalisation Hh chez les vertébrés et 

le cil primaire vient de l’identification de mutants affectant la machinerie IFT notamment 

IFT172, IFT88, DYNC2H1 (sous-unité du moteur rétrograde dynéine) et Kif3a présentant des 

défauts rappelant ceux observés en cas de déficit de la signalisation Hh (Goetz and Anderson, 

2010; Huangfu and Anderson, 2005; Huangfu et al., 2003; May et al., 2005). Si le phénotype 

observé chez le mutant DYNC2H1 s’est récemment révélé lié à un défaut de l’architecture du 

cil plus qu’à une dérégulation de la voie Hh (Ocbina et al., 2011), les mutants IFT entrainent 

un défaut de production des facteurs de transcription Gli sous leur forme répressive (GliR) et 

activatrice (GliA ; (Davey et al., 2006; Haycraft et al., 2005; Kim et al., 2009; May et al., 

2005). Chez les mammifères et plus récemment chez le poisson-zèbre (Kim et al., 2010a; 

Lunt et al., 2009), la présence non seulement des facteurs de transcription Gli, mais aussi des 

récepteurs Ptc et Smo (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007) et du régulateur négatif de la 

voie Sufu (Jia et al., 2009b) a été décrite dans le cil primaire. Par ailleurs, la protéine Shh 
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elle-même a été localisée à proximité du corps basal dans les cellules du tube neural ventral 

où une importante activité Hh est présente (Chamberlain et al., 2008). 

 Bien que les cellules de drosophile n’aient pas de cil primaire, des protéines 

indispensables à la signalisation Hh chez la drosophile possèdent, chez les vertébrés, un 

homologue qui joue un rôle dans le trafic des protéines au cil primaire. C’est le cas de 

l’homologue de Cos2, Kif7, indispensable à l’ancrage et au mouvement des composantes de 

la voie Hh au cil (Liem et al., 2009), mais aussi de la kinase Fu requise pour la ciliogenèse 

chez les vertébrés (Wilson et al., 2009b) et de la protéine à doigts de zinc Iguana associée à 

l’architecture du cil chez le poisson-zèbre (Glazer et al., 2010). Des travaux récents sur les 

planaires confortent l’hypothèse que certaines composantes de la voie Hh sont conservées au 

cours de l’évolution des espèces, mais que leurs rôles seraient plus reliés à l’architecture du 

cil qu’à la signalisation Hh proprement dite (Rink et al., 2009). 

 Sur le plan mécanistique, la liaison du ligand Hh sur Ptc bloque l’activité du récepteur 

exprimé dans le cil primaire et induit sa disparition de l’organelle par un mécanisme encore 

méconnu (Rohatgi et al., 2007). Simultanément, Smo s’accumule dans le cil par un 

mécanisme dépendant de l’inactivation de Ptc puisque la perte de fonction de Ptc induit la 

relocalisation de Smo dans le cil (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007). La translocation 

de Smo au cil nécessite la β-arrestine 2 qui favorise l’interaction de Smo avec la protéine 

kinésine Kif3a et régule donc l’entrée du récepteur dans l’organelle (Kovacs et al., 2008). Par 

ailleurs, cette activité de la β-arrestine 2 s’oppose à celle décrite précédemment comme 

responsable de l’endocytose du récepteur Smo phosphorylé par la kinase GRK2 (Chen et al., 

2004b; Meloni et al., 2006). Gas8, une sous-unité du complexe régulateur dynéine associée 

aux microtubules, vient d’être proposée comme un régulateur positif de la voie interagissant 

avec GRK2 chez le poisson-zèbre. En effet, l’invalidation de Gas8 diminue l’adressage de 

Smo au cil primaire, alors que sa surexpression engendre une stimulation de l’activité du 

récepteur dépendant de GRK2 (Evron et al., 2011). Comme chez la drosophile, GRK2 ne 

semble pas être uniquement à l’origine d’une activité kinase chez les vertébrés. Des 

expériences de co-immunoprécipitation associées à des analyses immunocytologiques 

montrent que GRK2 induit la conformation active du récepteur phosphorylé et l’adresse au cil 

primaire, suggérant un rôle de molécule d’échafaudage pour GRK2 (Chen et al., 2011c). 

Enfin, la forme phosphorylée active du récepteur Smo présente dans le cil primaire va induire 

l’accumulation des formes activatrices des facteurs de transcription Gli dans l’organelle 
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Figure 4 : Structure du cil primaire.  

(A) Les principales composantes sont l’axonème ciliaire composé de microtubules (vert), la membrane 

ciliaire (violet) et le corps basal (bleu). Les fibres de transition (orange) forment une barrière 

perméable entre le cil et le reste de la cellule. Le pied basal (rose) et les radicelles ciliaires (barres 

noires horizontales) fournissent le support mécanique. Le schéma du bas représente une coupe 

transversale à travers l’axonème indiquant les neuf paires de microtubules (structure 9+0). (B) Les 

macromolécules (soleil) importantes pour la ciliogenèse participent à la fixation des particules de 

transport intraflagellaire (IFT) sur les microtubules et à leur déplacement antérograde vers la pointe du 

cil via les moteurs kinésines. Les moteurs dynéines permettent de ramener les particules IFT de 

l’extrémité du cil vers le corps basal. (C) Microscopie électronique d’un cil primaire sur une cellule 

dans le cerveau de souris adulte. On retrouve l’axonème, le corps basal, les fibres de transition (ft), le 

pied basal (pb) et le centriole fille (cf). Les pointes de flèches indiquent des particules IFT voyageant 

le long du cil. La barre d’échelle représente 0,5 µm. D’après (Louvi and Grove, 2011). 

A B C 
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(Chen et al., 2010; Kim et al., 2009; Wen et al., 2010); Figure 5). A l’heure actuelle, la 

compréhension des mécanismes d’activation de Smo est encore loin d’être complète et de 

multiples étapes nécessitent d’être éclaircies. 

 

 3.3. Smo : un récepteur couplé aux protéines G ? 

 L’analyse structurale de Smo montre que le récepteur présente d’importantes 

similitudes avec la classe des récepteurs à 7 domaines TM, les RCPG ; pour revues, (Ayers 

and Therond, 2010; Kniazeff et al., 2011; Riobo and Manning, 2007). Cette classe de 

récepteurs permet la transmission de signaux en se couplant à des protéines capables de lier le 

GTP (Guanosine triphosphate), les protéines G hétérotrimériques, ce qui déclenche ensuite 

l’activation de seconds messagers (Figure 6 et pour revue, (Rosenbaum et al., 2009). 

 Dans plusieurs modèles de cellules de vertébrés, Smo est capable de se coupler à une 

protéine G. Ainsi, le récepteur Smo humain transfecté dans des mélanophores de Xénopes est 

capable d’induire une réponse en se couplant à la sous-unité α de la protéine Gi (inhibitrice) 

comme le montre sa sensibilité à la toxine pertussique (PTX ; (DeCamp et al., 2000). La PTX 

bloque également la morphogenèse des capillaires induite par l’activation de la signalisation 

Hh (Kanda et al., 2003). Dans une lignée de cellules de drosophile (Sf9) surexprimant le 

récepteur Smo de mammifère, l’activation complète des facteurs de transcription Gli met en 

jeu la protéine Gi (Riobo et al., 2006b). Le récepteur Smo de vertébrés peut également se lier 

à d’autres protéines G hétérotrimériques telles que G12 ou G15 (Kasai et al., 2004; Masdeu et 

al., 2006). Cependant, ces couplages ne sont pas observés dans tous les modèles utilisés. 

Ainsi, les couplages entre le récepteur Smo et les protéines G12 et G13 ne sont pas observés 

dans les cellules NIH3T3. Néanmoins, les sous-unités α des protéines G13, et dans une 

moindre mesure Gq et G12, sont capables de réguler l’activité des facteurs de transcription Gli, 

suggérant ainsi un mécanisme de régulation indépendant de Smo (Douglas et al., 2011). Le 

couplage artificiel du récepteur Smo et de la sous-unité Gα15 s’est par ailleurs révélé être un 

très bon outil pour le criblage de petites molécules agonistes ou agonistes inverses de Smo 

(Masdeu et al., 2006). Chez la drosophile, la recherche d’un couplage de Smo aux protéines G 

est longtemps restée infructueuse (Lum et al., 2003a). Cependant, récemment et grâce à 

l’utilisation de dsRNAi sur des cultures de cellules de drosophile, le couplage d’une Gαi a pu 

être montré comme indispensable à l’activation de la signalisation Hh chez les invertébrés 
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Figure 5 : Localisation subcellulaire des complexes protéiques impliqués dans la 

signalisation Hedgehog dans le cil primaire.  

(A) En l’absence de ligand, Ptc est exprimé dans le cil et empêche l’entrée de Smo dans l’organelle. 

La kinésine Kif7 se situe à la base du cil, où elle forme un complexe avec les protéines Gli et d’autres 

composantes de la voie. Kif7 empêche l’accumulation des facteurs Gli dans le cil et favorise leur 

maturation en GliR. (B) Après activation de la voie, Smo et Kif7 sont transloqués dans le cil favorisant 

l’accumulation de Gli2 à l’extrémité du cil où Kif7 est capable de bloquer la fonction de Sufu. Les 

formes activées de Gli (GliA) sont transportées à l’extérieur du cil par un moteur dynéine à l’aide des 

particules IFT. D’après (Goetz and Anderson, 2010). 
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(Ogden et al., 2008). De plus, in vivo, une forme de Gαi constitutivement active est capable 

d’induire de manière ectopique l’activation de la signalisation Hh (Ogden et al., 2008). A 

l’inverse, chez les vertébrés, l’existence du couplage de Smo à une protéine G reste encore 

discutable in vivo. En effet, bien que l’injection de PTX dans des embryons de poissons-zèbre 

reproduise un phénotype similaire à l’HPE observée chez des animaux Shh
-/-

 

(Hammerschmidt and McMahon, 1998), le résultat reste difficile à interpréter. De plus, 

l’expression de formes constitutivement actives des protéines Gαi2 et Gαi3 potentialise la 

prolifération des précurseurs granulaires induite par Shh dans le cervelet de raton (Barzi et al., 

2011). A l’inverse, la surexpression d’une protéine Gαi ne modifie pas la spécification des 

cellules induite par la signalisation Hh dans le tube neural de poulet (Low et al., 2008). Les 

résultats discordants observés dans ces deux études pourraient être liés à la nature de la 

mutation utilisée (GαiQ205L ou GαiQ204R), puisque le premier mutant n’est pas une forme 

constitutivement active du récepteur mais seulement une forme permettant de prolonger la 

période durant laquelle la sous-unité Gαi est active. L’ensemble des données concernant le 

couplage de Smo à une protéine G reste donc ambigu chez les vertébrés.  

 Les seconds messagers sont de petites molécules intracellulaires produites par des 

enzymes en réponse à la stimulation du récepteur et qui sont ensuite rapidement dégradées 

afin d’assurer une réponse de courte durée. La modulation de seconds messagers a été 

proposée suite à l’activation de Smo. La diminution des taux intracellulaires d’AMPc a été 

suggérée après recrutement de la protéine Gαi par le récepteur Smo de drosophile in vitro 

(Ohlmeyer and Kalderon, 1998) et in vivo (Ogden et al., 2008). Chez les vertébrés, des 

modèles cellulaires variés ont permis de montrer un couplage potentiel de Smo à la protéine 

Gαi avec diminution de production d’AMPc dans des mélanophores de Xénopes (DeCamp et 

al., 2000). Par ailleurs, Gαi est indispensable à Shh pour induire la migration des lignées de 

fibroblastes en stimulant les petites GTPases Rho, Rac1 et RhoA, via Smo, et par un 

mécanisme PI3K-dépendant (PI3K pour Phosphoinositide 3 kinase; (Polizio et al., 2011). 

 D’autres modèles cellulaires ne démontrent pas le couplage effectif à une protéine G 

hétérotrimérique, mais rapportent des réponses dont l’apparition dans le temps n’est pas 

compatible avec une activation transcriptionnelle via les facteurs Gli. Ainsi, Shh induit le 

réarrangement du cytosquelette et la migration des cellules C3H10T1/2 via le métabolisme de 

l’acide arachidonique (Bijlsma et al., 2006) et stimule l’activité des membres de la famille des 

Src kinases via Smo pour transmettre ses effets sur le guidage des axones commissuraux 
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Figure 6 : Signalisation d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG).  

(A) Suite à l’activation du récepteur par la liaison d’un ligand (1), le RCPG recrute et active une 

protéine G hétérotrimérique en catalysant l’échange GDP/GTP au niveau de sa sous-unité α (2). Ceci 

conduit ensuite à la dissociation de la protéine G (3). Dans le cas de la famille des Gi, la sous-unité 

Gαi réprimera ensuite l’enzyme adénylate cyclase et donc la formation d’AMPc, conduisant à la 

répression de l’activité enzymatique de la PKA. Les autres sous-unités peuvent également réguler des 

cascades de signalisations secondaires, comme celle conduisant à l’activation de la PKC qui comme la 

PKA, régule diverses réponses cellulaires (4). (B) La liaison d’un ligand sur un RCPG et son 

activation peut également déclencher une voie séparée. Lorsqu’un haut niveau d’activation du 

récepteur est atteint (1), il se lie à une kinase GRK qui le phosphoryle (2). Ces phosphorylations 

favorisent la liaison du récepteur à une β-arrestine (β-arr ; 3). Les protéines β-arrestines permettent le 

recrutement de clathrines (4) qui favoriseront l’internalisation du RCPG (5). Cette internalisation 

régule alors la signalisation par d’autres voies, ou est à l’origine de la déphosphorylation du récepteur 

et de son recyclage à la membrane. Enfin, l’internalisation du récepteur peut conduire à l’adressage du 

RCPG au lysosome où il sera dégradé (6). D’après (Ayers and Therond, 2010). 
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(Yam et al., 2009). Enfin, la stimulation du système PI3K-Akt indispensable à la transmission 

des effets de Shh sur la spécification/différenciation des cellules dans des explants de tube 

neural de poulet ou dans des lignées eucaryotes serait associée à la libération des sous-unités 

Gβγ de la protéine Gi après son couplage à Smo (Riobo et al., 2006a); pour revues, (Ayers 

and Therond, 2010; Riobo and Manning, 2007). 

 L’ensemble de ces données démontre qu’à l’heure actuelle, certaines étapes du 

mécanisme d’action de la voie de signalisation Hh demeurent obscures (comment l’activité de 

Smo est réprimée ? Quels sont les événements permettant la relocalisation de Smo au cil 

primaire ?...). Ce constat renforce l’idée qu’il est important de développer de nouveaux outils 

pharmacologiques visant en particulier le récepteur Smo étant donné son rôle majeur dans la 

signalisation. Ceci permettra de mieux appréhender cette voie de transduction et les multiples 

effets qu’elle contrôle. 
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II. Physiologie et physiopathologie 

 Les morphogènes Hh contrôlent de multiples processus développementaux visant 

l’ensemble des tissus de l’organisme. L’expression de Shh est la plus vaste puisqu’elle est 

détectée non seulement dans la plupart des tissus périphériques, mais aussi dans le système 

nerveux central (SNC) en développement et chez l’adulte. A l’inverse, Dhh est exprimé de 

façon beaucoup plus restreinte dans les gonades ainsi que dans le système nerveux 

périphérique (SNP). Enfin, Ihh est détecté au niveau intestinal et osseux ; pour revue, 

(Varjosalo and Taipale, 2008). Loin de prétendre à une revue exhaustive de l’ensemble des 

rôles physiologiques de la voie au cours du développement, je vais ici décrire les principales 

activités associées à cette signalisation non seulement chez l’embryon, mais aussi dans les 

tissus adultes vertébrés afin de mieux définir les applications thérapeutiques potentielles de la 

modulation pharmacologique de l’activité du récepteur Smo. 

 

1. Signalisation Hh au cours du développement et chez l’adulte 

 1.1. Signalisation Hh et développement du système nerveux 

  1.1.1. Shh spécifie différents types cellulaires neuraux 

 La signalisation Shh est indispensable à la mise en place du SNC et son absence chez 

l’embryon se traduit par un phénotype proche de l’HPE. Exprimé dans la notochorde et la 

plaque du plancher dès les stades les plus précoces de l’embryogenèse, Shh transmet ses 

activités selon un gradient de concentration à partir de la région la plus ventrale du tube 

neural ; pour revues, (Dessaud et al., 2008; Lupo et al., 2006). La propagation du signal Shh 

dans le tube neural résulte non seulement de l’interaction entre le ligand Shh et les différentes 

protéines TM ou extracellulaires impliquées dans la réception du signal, en particulier, les 

récepteurs Ptc et Hhip qui modulent l’activité et l’ampleur du signal (Jeong and McMahon, 

2005), mais aussi de la durée d’exposition des cellules à la concentration de Shh qu’elles 

perçoivent (Dessaud et al., 2010; Dessaud et al., 2007). Le gradient de concentration de Shh a 

été visualisé grâce à une lignée de souris transgéniques exprimant la GFP (Green Fluorescent 

Protein) sous le promoteur de Shh. Shh s’est révélé étroitement associé au corps basal du cil 

primaire (Chamberlain et al., 2008).  

 Grâce à la régulation de l’expression des facteurs de transcription Gli2 et Gli3, 

différents domaines de progéniteurs neuraux (à l’origine de différentes populations 
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d’interneurones ventraux et de motoneurones) sont générés le long de l’axe dorso-ventral du 

tube neural. L’identité et la position de chacun de ces domaines sont définies par l’induction 

ou la répression d’un ensemble de facteurs de transcription appartenant soit aux protéines à 

homéodomaines, soit aux protéines de type bHLH (basic Helix-Loop-Helix ; Figure 7); pour 

revue, (Dessaud et al., 2008). Le développement normal du tube neural requiert l’activité 

ventrale de Shh coordonnée aux activités dorsales d’autres protéines sécrétées appartenant aux 

familles Wnt et Bone Morphogenetic Protein (BMP). Ainsi, l’expression de Gli3 dans le tube 

neural dorsal dépend de l’activité de la signalisation Wnt qui contrôle donc l’activité de Shh 

dans la partie ventrale du tube neural (Alvarez-Medina et al., 2008). 

 Dans le tube neural et le télencéphale, la voie de signalisation Shh est également 

impliquée dans la spécification des oligodendrocytes, les cellules gliales responsables de la 

myélinisation des axones ; pour revue, (Fuccillo et al., 2006). Après la génération des 

neurones, au stade embryonnaire E12.5 chez la souris, les précurseurs oligodendrocytaires 

(OPC pour oligodendrocyte precursor cell) sont générés dans le domaine pMN (progéniteur 

des motoneurones) du tube neural et l’aire entopédonculaire du télencéphale ventral ; pour 

revue, (Fuccillo et al., 2006). L’induction par Shh des gènes Olig1 et Olig2 codant pour des 

protéines bHLH est l’étape clef de la spécification oligodendrocytaire (Lu et al., 2000; Zhou 

et al., 2000). En accord avec ces données, des lignées de souris permettant l’invalidation 

conditionnelle de Smo dans les précurseurs neuroépithéliaux exprimant la nestine au stade 

embryonnaire E12.5 présentent un phénotype caractéristique, notamment une réduction du 

nombre d’OPC dans la partie ventrale du télencéphale accompagnée d’une réduction du 

niveau de myélinisation cérébrale (Machold et al., 2003).  

 Bien que l’influence de la signalisation Shh sur le lignage astrocytaire ait été beaucoup 

moins étudiée, plusieurs travaux ont rapporté le rôle de Shh produit par les cellules 

ganglionnaires de la rétine (RGC pour retinal ganglion cell), dans la spécification du lignage 

astrocytaire du disque optique (Dakubo et al., 2008; Wallace and Raff, 1999). De plus, Shh 

induit la différenciation des cellules de la glie de Bergmann, une population d’astrocytes 

spécialisés dans la couche des cellules de Purkinje du cortex cérébelleux (Dahmane and Ruiz i 

Altaba, 1999). 
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Figure 7 : La voie Hedgehog contrôle la différenciation des précurseurs neuraux du tube 

neural et la prolifération des précurseurs des cellules granulaires du cervelet.  

(A) Schéma d’une coupe transversale d’embryon de vertébrés. Dans la moelle épinière, des neurones 

fonctionnellement distincts sont générés d’une manière spatialement ségrégée en réponse aux signaux 

émanant du tube neural. Les signaux clefs sont Sonic Hedgehog (Shh) (en rouge) sécrété par la 

notochorde et la plaque du plancher, et les membres des familles Bone Morphogenetic Protein (BMP) 

et Wnt (en bleu) produits dorsalement. La propagation de Shh permet l’établissement d’un gradient 

d’activité ventro-dorsal (points rouges). D’après (Dessaud et al., 2008). (B) Représentation 

schématique d’un cervelet de souris au cours de la première semaine post-natale montrant la position 

des cellules dans le cortex cérébelleux (région aggrandie). Seuls les neurones granulaires, leurs 

précurseurs, les neurones de Purkinje et la glie de Bergmann sont représentés. Shh est sécrété par les 

cellules de Purkinje (flèches rouges) et favorise la prolifération des précurseurs des cellules 

granulaires. EGL : external granule cell layer pour couche externe granulaire. D’après (Ruiz i Altaba et 

al., 2002). 



  Introduction 

 
 

32 

 

  1.1.2. Shh est un facteur mitogène 

 Au cours du développement, Shh est en particulier impliqué dans les processus de  

prolifération des précurseurs des cellules granulaires (GCP pour granule cell precursors) du 

cervelet  (pour revues, (Butts et al., 2011; Hatten and Roussel, 2011) et des progéniteurs du 

néocortex (Dahmane et al., 2001; Komada et al., 2008). 

 Dans le cervelet, la génération des cellules granulaires du cortex cérébelleux est un 

processus post-natal qui, chez la souris, se situe au cours des 3 premières semaines après la 

naissance (Figure 7). Les GCP sont localisés à P0 (stade post-natal 0) dans la couche 

granulaire externe (EGL pour external granule cell layer) et vont proliférer sous l’action de 

Shh. Aisément détectable dans les cellules de Purkinje au-delà de la première semaine post-

natale (Traiffort et al., 1999), Shh a également été détecté dès le stade embryonnaire E17 dans 

ces mêmes cellules (Corrales et al., 2004). A partir des cellules de Purkinje, la protéine 

signalerait dans l’EGL et dans les cellules de la glie de Bergmann avoisinantes en accord avec 

l’expression de Ptc, Smo et des facteurs de transcription Gli1-3 détectée dans ces couches 

cellulaires (Corrales et al., 2004; Dahmane and Ruiz i Altaba, 1999; Traiffort et al., 1999; 

Wallace, 1999; Wechsler-Reya and Scott, 1999). Une autre source de la protéine Shh a été 

proposée chez la souris. En effet, Shh pourrait être transporté dans le cervelet via le liquide 

céphalorachidien dès les stades embryonnaires les plus précoces (avant la mise en place des 

cellules de Purkinje) et constituerait un signal prolifératif majeur pour l’une des zones 

germinales primitives du cervelet, la zone ventriculaire (Huang et al., 2010). Les GCP situés 

dans l’EGL prolifèrent intensément sous l’influence de Shh, puis quittent le cycle cellulaire et 

migrent à travers la couche moléculaire le long des prolongements de la glie de Bergmann 

jusqu’à leur destination finale, la couche granulaire interne ; pour revues, (Sotelo, 2004). Les 

mécanismes impliqués dans le contrôle de la prolifération induite par la voie Shh mettent en 

jeu les régulateurs du cycle cellulaire tels que CyclinD1, N-myc, E2f1 et E2f2 qui sont régulés 

par la signalisation Shh dans les GCP chez la souris (Kenney et al., 2003; Kenney and 

Rowitch, 2000; Oliver et al., 2003) ; Figure 7). De plus, des actions synergiques de la voie 

Shh et de la voie PI3K concourent à l’activation de N-myc (Kenney et al., 2004). Le facteur 

de transcription ici mis en jeu par la signalisation Hh est Gli2 comme le montre la réduction 

du nombre de GCP chez les souris Gli2
-/- 

(Corrales et al., 2004). Par ailleurs, ce processus de 

prolifération nécessite l’intégrité du cil primaire comme l’indique le modèle d’invalidation du 

gène Kif3a (Spassky et al., 2008). La réponse proliférative est facilitée par l’expression du 
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facteur de transcription Atoh1 dans les GCP (Flora et al., 2009; Zhao et al., 2008b) et le 

niveau de la signalisation Shh est aussi intimement lié au niveau de foliation du cervelet 

(Corrales et al., 2006; Corrales et al., 2004). Enfin, le régulateur négatif Sufu interviendrait 

également dans ce processus morphogénétique en régulant l’activité du répresseur Gli3 (Kim 

et al., 2011). Malgré la persistance du mitogène Shh, les GCP sortiraient du cycle cellulaire 

grâce à l’initiation d’une cascade de signalisation induite par la vitronectine, une 

glycoprotéine de la matrice extracellulaire, qui diminue la réponse des GCP au signal Shh 

prolifératif et oriente les précurseurs vers la différenciation neuronale (Pons et al., 2001). 

 Shh est également un agent mitogène dans le néocortex. A partir du stade E10.5, les 

cellules neuroépithéliales donnent naissance aux cellules radiales gliales qui constitueront la 

population prédominante de progéniteurs du néocortex. Shh est exprimé dans les zones 

prolifératives et les neurones post-mitotiques du néocortex murin aux stades E13.5 à E15.5 et 

des études perte de fonction de Shh et Smo démontrent que la voie Hh régule le cycle 

cellulaire des progéniteurs neuraux du néocortex (Komada et al., 2008). Des études in vitro 

indiquent que la signalisation Hh a un rôle mitogène sur ces progéniteurs en mettant en jeu les 

facteurs de transcription Gli2 et Gli3 (Dahmane et al., 2001). Aux stades périnataux, Shh est 

toujours exprimé dans le néocortex et Gli1 est détectable dans la zone ventriculaire 

néocorticale. Au stade P3, Shh induit encore la prolifération des précurseurs exprimant la 

nestine dans des explants de néocortex murins (Dahmane et al., 2001). 

 

  1.1.3. Shh participe au guidage axonal 

 Shh participe au guidage axonal qui permet aux axones en cours d’élongation de se 

diriger jusqu’à leur cible synaptique. Cette activité a été mise en évidence dans deux régions, 

la moelle épinière et la rétine. Dans les deux cas, le récepteur Smo parait être mis en jeu. 

Ainsi, dans la moelle épinière en développement, l’invalidation spécifique de Smo dans les 

neurones commissuraux dorsaux chez la souris perturbe la trajectoire des axones en direction 

de la partie ventrale du tube neural. De plus, un phénotype similaire a été retrouvé chez les 

souris Boc
-/-

, permettant de proposer Smo et Boc comme des médiateurs potentiels de cette 

activité chémoattractive de Shh (Okada et al., 2006). Plus récemment, Yam et collaborateurs 

ont montré in vitro et in vivo que cette activité de Shh ne met pas en jeu les facteurs de 

transcription Gli, mais une voie de signalisation dite non-canonique dépendant de la famille 
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des Src kinases (Yam et al., 2009). Par ailleurs, Shh pourrait induire l’activité chémorépulsive 

des sémaphorines sur les axones commissuraux, en réduisant les taux d’AMPc intracellulaires 

de façon Smo-dépendante (Parra and Zou, 2010). 

 Dans le système visuel, les axones des RGC répondent à la signalisation Shh à deux 

niveaux le long de leur trajectoire : dans la rétine elle-même et au niveau du chiasma optique 

où se croisent les deux nerfs optiques. La trajectoire des axones va être influencée par deux 

sources de Shh : les RGC et les cellules de la ligne médiane bordant le chiasma 

antérieurement et postérieurement. La surexpression de Shh ou l’inhibition de la signalisation 

Hh par la cyclopamine (un antagoniste de Smo), in vivo dans la rétine de poulet, aboutit à des 

anomalies sévères des projections axonales des RGC révélant un effet positif de Shh sur la 

croissance axonale via le récepteur Smo (Kolpak et al., 2005). A l’inverse, Shh régule 

négativement la croissance des fibres visuelles au moment de leur croisement dans le chiasma 

optique. Cet effet passe par une diminution des taux d’AMPc intracellulaires peut-être reliée à 

l’activité de Smo, mais l’hypothèse reste à être vérifiée (Trousse et al., 2001). Ces réponses 

feraient intervenir le complexe Ptc-Smo, mais leur rapidité d’apparition suggère là encore un 

mécanisme intracellulaire non transcriptionnel. 

 

  1.1.4 Dhh participe au maintien des nerfs périphériques 

 Dans le SNP, ce sont les cellules de Schwann, dérivées de la crête neurale qui sont 

responsables de la myélinisation des nerfs périphériques. Dhh est exprimé dans les cellules de 

Schwann à partir de P10. Son récepteur, Ptc, est quant à lui, exprimé par les cellules de 

l’épithélium périneurial. Il s’agit des cellules qui forment une barrière autour du nerf et 

empêchent son infiltration, préservant ainsi son intégrité. Le récepteur Smo est exprimé du 

stade E13.5 jusqu’à l’âge adulte dans les nerfs périphériques. L’analyse en PCR semi-

quantitative révèle que le niveau d’expression de Smo varie peu contrairement à celui de Ptc 

qui augmente entre E15.5 et la naissance, puis devient négligeable à l’âge adulte. Aux stades 

embryonnaires, les animaux Dhh
-/-

 présentent une gaine périneuriale plus fine que celle des 

animaux sauvages, désorganisée avec apparition d’infiltrations cellulaires dans le nerf 

(Parmantier et al., 1999). Aux stades post-nataux et adultes, le signal Dhh contrôle l’intégrité 

du SNP. Ainsi, Dhh joue un rôle important non seulement dans la formation mais aussi dans 

le maintien des gaines de protections des nerfs périphériques (Sharghi-Namini et al., 2006). 
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 1.2. Signalisation Hh et développement des tissus périphériques 

 La signalisation Hh est fondamentale pour le développement de nombreux tissus et en 

particulier pour la morphogenèse des appendices épithéliaux : les épithéliums externes (peau, 

follicule pileux), la cavité buccale (langue, dents) et les épithéliums internes (intestins, 

pancréas, rein, poumon, estomac, gonades). L’ensemble de ces données est regroupé dans la 

Tableau 1. Le rôle de la signalisation Hh dans le maintien des cellules souches qui persistent 

dans la majorité des tissus adultes et participent à la maintenance et à la réparation de ces 

tissus, a très rapidement permis de suggérer que cette signalisation est à l’origine du 

développement de nombreuses tumeurs périphériques lorsque la voie se trouve anormalement 

activée ; pour revue, (Beachy et al., 2004).  

 Je ne détaillerai dans ce paragraphe que le rôle de la signalisation Shh dans le 

développement de la peau en raison de son lien étroit avec les tumeurs dérivées du follicule 

pileux que sont les BCC, les tumeurs de la peau les plus fréquemment retrouvées en clinique.  

 Dans la peau, Shh régule la croissance et la morphogenèse du follicule pileux. En 

effet, parmi les gènes les plus précocement exprimés dans les placodes (précurseurs des poils 

matures), Shh joue un rôle crucial dans l’organisation des cellules dermales. Sous l’influence 

de Shh, ces cellules se différencient en une papille dermale qui par la suite sera associée au 

follicule pileux ; pour revue, (Oro and Higgins, 2003). Les souris Shh
-/-

 développent des 

placodes au stade embryonnaire, mais leur progression est ensuite avortée. Les animaux 

présentent une pilosité anormalement espacée (Chiang et al., 1999). De plus, l’utilisation d’un 

antagoniste de Smo, la cyclopamine, ainsi que celle de l’anticorps bloquant dirigé contre Shh 

(5E1) a permis de montrer que la signalisation était normalement requise tout au long du cycle 

de développement du poil. Des cellules souches contenues dans le renflement du follicule 

pileux pourraient recevoir des signaux Hh provenant des nerfs sensoriels environnants. Ces 

cellules souches gagneraient l’épiderme où elles donneraient naissance aux cellules souches 

épidermales interfolliculaires (Brownell et al., 2011). Le rôle du cil primaire dans 

l’homéostasie de la peau et des follicules pileux à également été mis en évidence. En effet, 

l’abolition du cil primaire sur les cellules épidermales n’engendre pas de défaut de 

morphogenèse du poil au cours du développement, mais avec l’âge, une hyperplasie basaloïde 

apparait et si l’activité de la signalisation Wnt n’est pas modifiée, celle de la signalisation Shh 

est réduite chez les animaux mutants (Croyle et al., 2011) ; Figure 8). 
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 1.3. Rôle de la voie Shh dans le cerveau adulte 

  1.3.1. Expression des composantes de la voie Hh dans le SNC 

 Dès 1998, l’identification par notre équipe de cellules exprimant les ARNm de Shh ou 

ceux des protéines membranaires Ptc, Smo et Hhip dans de nombreuses structures cérébrales 

chez le rongeur adulte a permis de proposer l’existence de rôles jusqu’alors inconnus pour la 

signalisation Shh dans le SNC adulte (Traiffort et al., 1998); pour revue, (Traiffort et al., 

2010). Contrairement aux orthologues Ihh et Dhh, Shh est fortement exprimé dans le cerveau 

adulte et la moelle épinière. Les cartes d’expression de Shh, Ptc, Smo et Hhip ont été établies 

à l’aide de sondes non radiomarquées (Traiffort et al., 1999), puis confirmées par des sondes 

radiomarquées (Banerjee et al., 2005). Ces études ont montré la coexpression des 3 transcrits 

Shh, Ptc et Smo dans plusieurs aires cérébrales telles que le cortex cérébelleux, le gyrus denté 

de l’hippocampe et l’hypothalamus. La présence de ces 3 composantes essentielles de la voie 

suggérait fortement que la signalisation y est active. Corrales et collaborateurs confirmèrent 

cette hypothèse en montrant dans le cortex cérébelleux l’expression des facteurs de 

transcription Gli1-3 (Corrales et al., 2004). Dans la majorité des autres aires cérébrales, on ne 

retrouve pas la coexpression des 3 composantes majeures. La plupart des cellules Ptc
+
 sont 

détectées dans des aires dépourvues de transcrits Shh, mais correspondant aux aires de 

projections des régions exprimant le ligand. C’est le cas des noyaux médian et basomédian de 

l’amygdale et de ceux du tractus solitaire. Dans d’autres aires cérébrales telles que le noyau 

facial et le septum médian, le ligand Shh est coexprimé avec le récepteur Ptc, mais le 

récepteur Smo est absent suggérant l’existence d’une signalisation impliquant Shh et Ptc, mais 

indépendante de Smo. Dans les organes circumventriculaires et dans le noyau thalamique 

réticulaire, Smo est exprimé seul suggérant également qu’il pourrait transmettre une 

signalisation indépendamment de Shh et Ptc. Enfin, le régulateur négatif physiologique de la 

voie, Hhip, est également exprimé dans des aires de projections des cellules Shh
+
, mais dans 

des territoires différents de ceux de Ptc suggérant que les activités de ces deux récepteurs ne 

sont pas redondantes (Coulombe et al., 2004).  

 L’étude subcellulaire de la localisation des composantes de la voie Hh a d’abord 

montré que le ligand Shh est associé à des microdomaines de la membrane cellulaire enrichis 

en sphingolipides et cholestérol, appelés « rafts » (Traiffort et al., 2001). Shh a également été 

mis en évidence dans les axones des RGC où la protéine est transportée par voie antérograde 

jusqu’aux collicules supérieurs (Traiffort et al., 2001). Plus récemment, Shh a été colocalisé 
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Tableau 1 : Rôles majeurs de la signalisation Hedgehog dans le développement des tissus 

périphériques.  

ZPA : zone d’activité polarisante ; A/P : antéro-postérieur, SNC : Système nerveux central. Adapté de 

la revue : (McMahon et al., 2003).  
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avec des marqueurs de vésicules synaptiques dans les axones des RGC et des neurones 

hippocampiques en culture. La protéine est détectée à la fois dans le soma, les dendrites, les 

axones et les terminaisons neuritiques des RGC. De plus, la sécrétion de Shh peut être induite 

dans des conditions de dépolarisation neuronale suggérant un lien entre l’activité neuronale et 

la libération de Shh (Beug et al., 2011). Le récepteur Smo, quant à lui, a été tout d’abord 

identifié par microscopie électronique dans les fibres moussues des cellules granulaires du 

gyrus denté de l’hippocampe en association avec les vésicules synaptiques (Masdeu et al., 

2007). Une étude récente visualise Smo dans les dendrites et les épines dendritiques de ces 

mêmes cellules, alors que Ptc serait majoritairement localisé dans les épines dendritiques. De 

plus, les protéines Ptc et Smo sont identifiées au niveau du cil primaire dans des cultures de 

neurones post-mitotiques et au niveau des plexus choroïdes (Petralia et al., 2011). 

 L’utilisation de multiples approches génétiques a permis de montrer que plusieurs 

populations d’astrocytes du cerveau de rongeur adulte répondent à la protéine Shh sécrétée 

par les neurones, suggérant un rôle de la signalisation Shh dans la communication 

neurone/astrocyte. Ainsi, la délétion conditionnelle de Smo dans les astrocytes exprimant la 

protéine fibrillaire acide de la glie (GFAP pour Glial Fibrillary Acidic Protein) induit une 

augmentation de l’expression de ce marqueur et du volume de ces cellules reflétant 

l’apparition d’une astrogliose réactive qui indique un rôle de la signalisation Shh dans la 

régulation de certaines populations astrocytaires (Garcia et al., 2010). 

 

  1.3.2. Hh et la régulation de l’activité électrique des neurones matures 

 L’expression de Shh dans de nombreuses aires cérébrales a rapidement laissé penser 

que la protéine pouvait être impliquée dans des activités différentes de celles classiquement 

associées à un facteur de croissance. L’une d’entre elles a été mise en évidence dans le noyau 

ventral du tractus solitaire (vNTS) où Shh possède une activité neuromodulatrice (Pascual et 

al., 2005). Le ligand est exprimé dans le noyau moteur dorsal du vague et les transcrits de Ptc 

sont retrouvés dans les neurones post-synaptiques du vNTS (Traiffort et al., 1999). Des 

expériences réalisées sur des tranches de tissu cérébral ont montré que, des concentrations 

subnanomolaires de Shh sont capables en quelques minutes d’inhiber l’activité des neurones 

du vNTS, puis de déclencher une activité électrique en bouffées, des effets bloqués par 

l’anticorps monoclonal 5E1 dirigé contre la protéine Shh (Pascual et al., 2005). Ces résultats 

suggèrent que ShhN peut induire la réapparition des activités électriques caractéristiques des 
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Figure 8 : Signalisation Sonic Hedgehog et cellules souches dans le follicule pileux. 

Les cellules de la papille dermale (rose) et de la matrice germinative (bleu) répondent à la voie Sonic 

Hedgehog (Shh) durant la phase anagène du cycle de formation du poil. La signalisation Shh permet la 

prolifération des kératinocytes de la matrice et favorise la croissance du follicule pileux par son action 

sur la papille dermale. Par ailleurs, elle stimule les cellules multipotentes (orange) présentes dans le 

renflement et favorise la production de cellules progénitrices à amplification transitoire (vert), 

précurseurs des cellules souches de l’épithélium interfolliculaire (violet). Le récepteur Patched (Ptc) a 

été mis en évidence sur les cellules de la papille dermale mais aussi sur les cellules de la matrice 

germinative qui répondent ainsi à la signalisation Shh. Adapté de (Harris et al., 2010). 
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neurones immatures du vNTS et pourrait ainsi être impliqué dans les processus 

d’acclimatation à l’hypoxie (Pascual et al., 2005). 

 Des résultats comparables avaient précédemment été rapportés dans le noyau 

subthalamique (Bezard et al., 2003), qui comme le vNTS exprime les transcrits de Ptc 

(Traiffort et al., 1999), mais pas ceux de Smo. Ces réponses électrophysiologiques 

apparaissant dans un délai très court (quelques minutes) après l’application de ShhN, elles ne 

sont pas reliées au mécanisme transcriptionnel classiquement initié par Ptc et semblent donc 

ne pas faire appel à la signalisation Hh classique mettant en jeu le récepteur Smo. 

 

  1.3.3.  Signalisation Shh et régulation des progéniteurs neuraux adultes 

 1.3.3.1. Shh et la régulation de la prolifération des progéniteurs oligodendrocytaires 

 Notre équipe a montré que Shh induit la prolifération des OPC dans le cortex cérébral 

et le corps calleux chez la souris adulte (Loulier et al., 2006). En effet, l’injection 

stéréotaxique intracérébroventriculaire de la protéine recombinante ShhN ou d’un vecteur 

adénoviral permettant le transfert intracérébral de Shh induit non seulement une augmentation 

de la transcription de Ptc dans les cellules du lignage oligodendrocytaire exprimant le 

marqueur Olig1, mais aussi la prolifération des OPC exprimant le protéoglycane NG2 ou le 

marqueur des oligodendrocytes pré-myélinisants DM20 (Loulier et al., 2006). Ces résultats 

suggèrent donc un rôle de la signalisation Shh dans le maintien du lignage oligodendrocytaire 

et l’intérêt de moduler la voie Shh dans le cadre de pathologies associées à une 

démyélinisation telle que la sclérose en plaques. 

 

 1.3.3.2. Shh et la zone sous-ventriculaire 

 La zone sous-ventriculaire (ZSV) qui borde les ventricules latéraux est l’une des deux 

principales aires de neurogenèse générant de nouveaux neurones tout au long de la vie. Elle 

est constituée de 3 types cellulaires : les cellules souches de nature astrogliales (cellules de 

type B) donnant naissance aux cellules transitoires à amplification rapide (cellules de type C) 

qui sont les progéniteurs des neuroblastes (cellules de type A). Ces derniers migrent le long 

du trajet de migration rostrale (TMR) pour atteindre finalement le bulbe olfactif (BO) où ils 

s’intègrent au réseau neuronal local et se différencient en interneurones GABAergiques (pour 
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revue, (Zhao et al., 2008a) et, comme plus récemment montré, en neurones glutamatergiques 

(Brill et al., 2009); Figure 9). 

 Dans la ZSV en période post-natale précoce, la majorité des composantes de la voie 

Hh sont distribuées de manière cellule spécifique. En effet, l’analyse réalisée par RT-PCR sur 

des ARN issus des 3 types cellulaires révèle que les neuroblastes expriment uniquement Ptc et 

de faibles niveaux de Gli2, mais pas Shh ni Gli1 ou Gli3. En revanche, les cellules B et C 

expriment Shh, Gli2, Gli3, Ptc et plus faiblement Gli1 (Palma et al., 2005). Ces profils 

d’expression sont partiellement conservés chez l’adulte puisque les transcrits Shh, Ptc et Gli3 

sont retrouvés dans la ZSV, le TMR et le BO (Papanikolaou et al., 2008). En utilisant un 

modèle de souris transgéniques exprimant la forme inductible de la recombinase Cre sous le 

promoteur Gli1 et la lignée de souris R26R exprimant le rapporteur lacZ sous un promoteur 

ubiquitaire, Ahn et Joyner ont démontré de façon élégante que les cellules B et C répondent à 

la signalisation Shh puisqu’elles expriment Gli (Ahn and Joyner, 2005). Plus récemment, 

notre équipe a mis en évidence l’expression de la β-galactosidase placée sous le contrôle du 

promoteur Ptc dans les neuroblastes migrants identifiés par l’expression du marqueur PSA-

NCAM (polysialylated-neural cell adhesion molecule ; (Angot et al., 2008) et montré par 

hybridation in situ que les transcrits de Ptc et Smo sont exprimés dans le système ZSV-TMR- 

BO (Angot et al., 2008; Charytoniuk et al., 2002). Enfin, l’expression de la protéine Smo 

vient d’être montrée sur la majorité des cellules souches présentes dans la ZSV (Ihrie et al., 

2011). 

 Plusieurs études ont permis de caractériser les rôles de la signalisation Hh dans cette 

aire neurogénique. Chez la souris, l’administration intrapéritonéale de l’antagoniste de Smo, 

la cyclopamine, pendant 7 jours induit une forte réduction du nombre de cellules en 

prolifération dans la ZSV suggérant la mise en jeu de Smo dans le processus de prolifération 

cellulaire (Palma et al., 2005). Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits chez le rat 

après infusion intracérébroventriculaire de la drogue (Banerjee et al., 2005). 

 Par ailleurs, l’invalidation conditionnelle de Smo dans les progéniteurs neuraux 

Nestine
+
 au stade E12.5, puis chez l’adulte montre que la signalisation Hh via Smo est non 

seulement indispensable à la mise en place de la ZSV (Balordi and Fishell, 2007a), mais aussi 

au maintien de cette niche neurogénique chez l’adulte (Balordi and Fishell, 2007b). En effet, 

en l’absence de Smo, la ZSV est incapable de se régénérer après destruction des cellules à 
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prolifération rapide (type C et A) induite par l’administration d’un antimitotique. Récemment, 

notre équipe a montré que Shh possède une activité chémoattractrice sur les neuroblastes 

migrants in vitro et in vivo. Shh régule ainsi la sortie des neuroblastes en dehors de la ZSV, 

contrôlant donc le nombre des neurones générés dans les BO. L’utilisation d’un antagoniste 

de Smo, le Cur61414, sur des explants de ZSV indique que cette activité chémoattractrice 

dépend de Smo (Angot et al., 2008). Plus récemment encore, l’implication de la signalisation 

Shh dans la spécification des précurseurs neuraux nouvellement formés dans la ZSV adulte 

vient d’être proposée grâce à plusieurs outils génétiques et pharmacologiques (Ihrie et al., 

2011). Enfin, il a été rapporté de façon intéressante, que les effets de Shh dans la ZSV 

reposent sur l’induction de l’un des facteurs de transcription majeurs pour le maintien des 

précurseurs neuraux, Sox9 (Scott et al., 2010). 

 

 1.3.3.3.  Shh et la zone sous-granulaire de l’hippocampe 

 L’organisation de la niche neurogénique de l’hippocampe, la zone sous-granulaire 

(ZSG), est comparable à celle décrite pour la ZSV (Figure 9). Cependant, les neuroblastes 

nouvellement formés maturent et s’intégrent localement dans le réseau neuronal de la couche 

granulaire du gyrus denté ; pour revue, (Zhao et al., 2008a). 

 La première démonstration du rôle de Shh dans la régulation des précurseurs neuraux 

de la ZSG résulte du transfert adénoviral de Shh dans l’hippocampe de rat adulte. Cette 

surexpression de Shh (Banerjee et al., 2005; Lai et al., 2003), de même que l’administration 

d’un agoniste de Smo (Machold et al., 2003), augmentent le nombre de cellules en 

prolifération dans la ZSG. Par ailleurs, l’invalidation conditionnelle de Smo dans les 

précurseurs neuraux astrogliaux exprimant le marqueur GFAP induit un défaut majeur de la 

neurogenèse hippocampique avec notamment une atrophie du gyrus denté, une nette réduction 

de la prolifération cellulaire et la présence de quelques rares neurones nouvellement formés 

(Han et al., 2008). Ce phénotype est très similaire à celui observé chez des animaux ayant un 

défaut de ciliogenèse alternativement invalidés pour le gène Kif3a dans les cellules GFAP
+
 

(Han et al., 2008) ou présentant une absence d’axonème dans l’hippocampe (Breunig et al., 

2008). Récemment, une étude montre que l’ablation du cil primaire dans les cellules GFAP
+ 

de l’hippocampe chez des souris adultes engendre des troubles de la mémoire spatiale chez 

ces animaux suggérant un lien entre certaines atteintes cognitives observées dans les 
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Figure 9 : Aires de neurogenèse dans le cerveau de rongeur adulte.  

(A) Schéma d’une coupe sagittale de cerveau de rongeur adulte au niveau des aires de neurogenèse (en 

rouge) : il s’agit de la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de l’hippocampe et la zone sous-

ventriculaire (ZSV) qui borde les ventricules latéraux. Les neurones générés dans la ZSV migrent le 

long du trajet de migration rostrale et s’intègrent dans le bulbe olfactif. Dans le cas de la ZSG, les 

neuroblastes vont maturer localement dans le gyrus denté et envoyer leur projection axonale dans la 

couche CA3 de l’hippocampe. (B-E) Vues frontales des aires de neurogenèse. (F) Dans la ZSV, trois 

types cellulaires coexistent : les cellules souches (cellules B, bleues) qui vont se différencier en 

cellules à amplification rapide (cellules C, vertes) qui sont les cellules progénitrices des neuroblastes 

(cellules A, rouges). Les cellules épendymaires (cellules E, jaunes) constituent la paroi des ventricules 

latéraux. Adapté de (Lledo et al., 2006; Zhao et al., 2008a). 

A 
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ciliopathies et la ciliogenèse des cellules progénitrices de l’hippocampe adulte (Amador-

Arjona et al., 2011). Ces observations confirment l’importance du cil primaire pour la 

signalisation Hh, en particulier dans le contrôle de la neurogenèse adulte. 

 

2. Pathologies 

 Etant donné l’importance de la signalisation Shh au cours du développement 

embryonnaire dans l’établissement de nombreux tissus centraux et périphériques, il n’est pas 

surprenant que des mutations affectant les gènes de la voie soient associées à des 

malformations congénitales, mais aussi à des processus cancéreux chez l’Homme. La 

modulation de l’activité de la signalisation Hh a, pour cette raison, très vite été considérée 

comme une nouvelle approche thérapeutique pour le traitement de ces tumeurs. Je vais 

discuter ici les connaissances actuelles concernant la signalisation Hh dans le domaine de la 

cancérogenèse. Dans un deuxième temps, je décrirai brièvement les malformations 

congénitales liées à cette signalisation ainsi que les potentialités thérapeutiques de la 

modulation pharmacologique de la voie récemment identifiées dans plusieurs pathologies 

cérébrales dégénératives et dans les pathologies associées à un dysfonctionnement du cil 

primaire. 

 

 2.1. Cancers 

 Les activités de prolifération et différenciation cellulaire associées à la voie Shh au 

cours de l’embryogenèse persistent dans les tissus adultes dans le cadre du contrôle des 

cellules souches qui se maintiennent dans les tissus et participent aux processus 

d’homéostasie et de réparation tissulaire ; pour revue, (Beachy et al., 2004). Trois catégories 

de tumeurs associées à la dérégulation de la signalisation Shh ont été proposées : la première 

est associée à l’existence de mutations sur l’une des composantes de la voie (BCC, MB et 

RMS); la seconde dépend d’une réactivation aberrante de la voie ; enfin, la dernière met en 

jeu les cellules souches tumorales qui seraient à l’origine des rechutes observées dans le 

traitement de certains cancers ; pour revues, (Barakat et al., 2010; Ng and Curran, 2011; 

Scales and de Sauvage, 2009). 
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  2.1.1. Tumeurs liées à des mutations des composantes de la voie Shh 

 Carcinome basocellulaire (BCC) :  

 C’est une tumeur qui atteint les kératinocytes et constitue le cancer le plus fréquent 

chez l’Homme. Des métastases associées à cette tumeur ne sont que très rarement 

retrouvées ; pour revues, (Epstein, 2008; Teglund and Toftgard, 2010). Le premier lien établi 

entre la signalisation Shh et le BCC vient de la découverte que la mutation perte de fonction 

du gène Ptc est à l’origine d’une pathologie héréditaire, le carcinome basocellulaire névoïde 

ou syndrome de Gorlin (Hahn et al., 1996; Johnson et al., 1996). Si plus de 70 % des BCC 

sporadiques présentent une mutation dans l’un des 2 allèles de Ptc, les  autres cas sont 

souvent associés à une mutation du gène Smo (Lam et al., 1999). Ce syndrome a été 

découvert par le dentiste R. Gorlin (Gorlin, 1987), il y a plus d’un siècle et demi. Cette 

pathologie est le plus souvent liée à une mutation autosomale dominante du gène Ptc (Hahn 

et al., 1996; Johnson et al., 1996) qui engendre le développement de multiples (de 10 à 1000 

selon les cas) BCC dès l’adolescence ou plus rarement dès l’enfance. Les patients présentent 

une susceptibilité à développer de nombreuses autres tumeurs, en particulier des MB. Ils sont 

également sujets à des malformations squelettiques et à une hypersensibilité aux radiations ; 

pour revue, (Epstein, 2008). 

 Le rôle du récepteur Ptc le mieux caractérisé actuellement est celui de suppresseur de 

tumeur mis en évidence par la découverte de mutations perte de fonction dans le gène Ptc 

humain du chromosome 9q22 à l’origine du syndrome de Gorlin (Gailani et al., 1992; Hahn 

et al., 1996; Unden et al., 1996). Ce rôle est conservé chez les souris hétérozygotes Ptc
+/-

 

(Goodrich et al., 1997) où Ptc
 
contrôle l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire (Adolphe 

et al., 2006). Les souris Ptc hétérozygotes sont un bon modèle animal du syndrome de Gorlin 

et présentent plusieurs des aspects phénotypiques de la maladie dont une plus grande 

susceptibilité au développement de MB. Cependant, le fond génétique de la souris peut 

influencer l’incidence d’apparition des tumeurs (Goodrich et al., 1997; Hahn et al., 1998; 

Wetmore et al., 2000). Ces souris développent des BCC suite à l’exposition aux ultraviolets 

(UV) ou aux radiations ionisantes contrairement aux souris contrôles qui ne développent 

jamais ce type de tumeurs même après exposition à l’agent cancérogène ; pour revue, (Li et 

al., 2011b). Comme l’invalidation complète de Ptc est létale, un modèle d’invalidation 

conditionnelle dans les kératinocytes a été développé et permet de reproduire les 

caractéristiques pathologiques des BCC humains (Ellis et al., 2003). Par ailleurs, la 
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surexpression de Shh dans la peau induit un phénotype rappelant le BCC et mime les 

conséquences des mutations perte de fonction de Ptc observées dans les tumeurs humaines 

(Fan et al., 1997; Oro et al., 1997). Les mutations gain de fonction de Smo (Lam et al., 1999; 

Reifenberger et al., 1998; Xie et al., 1998) contribuent aussi au développement de BCC, de 

même que la dérégulation des facteurs de transcription Gli1 (Dahmane et al., 1997; Nilsson et 

al., 2000), Gli2 (Grachtchouk et al., 2000; Sheng et al., 2002) ou du régulateur négatif Sufu 

(Reifenberger et al., 2005). 

 L’origine cellulaire des BCC est encore largement débattue. Comme nous l’avons vu 

dans le chapitre consacré au rôle de la signalisation Hh dans le développement cutané, 

plusieurs types de précurseurs cellulaires interviennent dans le développement du follicule 

pileux. Un certain nombre de ces précurseurs sont toujours présents dans le tissu adulte. 

Initialement, les cellules souches contenues dans le renflement du follicule pileux ont été 

supposées être à l’origine du développement tumoral (Cotsarelis et al., 1990). Depuis, un 

ensemble de travaux ont suggéré que la cellule « initiatrice » pourrait varier en fonction de la 

mutation à l’origine de la dérégulation de la voie Hh. Ainsi, les cellules de l’épiderme 

interfolliculaire seraient impliquées dans des modèles de BCC par surexpression de Smo 

(mutant SmoM2, (Youssef et al., 2010), tandis que les cellules souches du follicule pileux 

seraient à l’origine des BCC associés à des mutations de Ptc (Wang et al., 2011) ou de Gli2 

(Grachtchouk et al., 2011); Figure 10). 

 Le rôle du cil primaire dans le développement des BCC dépend également de la nature 

de la mutation à l’origine de la dérégulation de la voie Hh. En effet, la délétion conditionnelle 

des allèles Kif3a ou Ift188 nécessaires à l’intégrité du cil primaire diminue la formation de 

BCC chez des animaux surexprimant SmoM2 dans les kératinocytes, mais potentialise la 

tumorigenèse chez des animaux présentant une mutation activatrice de Gli2 (Wong et al., 

2009). Le cil primaire sera donc un élément important à considérer dans le traitement des 

BCC. 

 Médulloblastomes (MB) : 

 C’est une tumeur de la région postérieure de l’encéphale constituant la tumeur maligne 

du SNC la plus classique chez l’enfant bien qu’elle n’affecte qu’une naissance sur 10 000 

chaque année en France ; pour revues, (Barakat et al., 2010; Hatten and Roussel, 2011; Ng 

and Curran, 2011). La majorité des enfants survivent mais ils présentent des troubles 
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cognitifs et psychosociaux déclenchés par les traitements de chimiothérapie et radiothérapie 

auxquels ils sont soumis. Une meilleure compréhension des processus tumorigéniques 

impliqués dans cette pathologie est nécessaire pour développer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques (Vassal, 2009). 

 Plus de 30 % des MB présentent une signature Hh avec une dérégulation du niveau 

d’expression d’au moins un des gènes de la voie. Cependant, parmi ces 30 % seulement 50 % 

des tumeurs sont associées à une inactivation des gènes Ptc ou Sufu. Bien que moins 

fréquentes que les mutations de Ptc, certaines mutations activatrices affectant le récepteur 

Smo humain ont été détectées dans plus de 5 % de MB sporadiques (Kool et al., 2008; 

Reifenberger et al., 1998; Thompson et al., 2006). Ainsi, certaines tumeurs présentent une 

activation de la voie Hh sans preuve de mutations sur les composantes Ptc, Smo ou Sufu. 

 Comme nous l’avons mentionné précédemment, la souris Ptc
+/-

 est un modèle de MB, 

mais la fréquence d’apparition de ces tumeurs n’est que de 14 % chez ces animaux (Wetmore 

et al., 2000). Leur incidence atteint 100 % avec un développement beaucoup plus précoce 

lorsque les animaux sont en plus déficients pour le gène p53 (Berman et al., 2002; Wetmore et 

al., 2001) ou lorsqu’ils sont irradiés (Pazzaglia et al., 2002). La genèse du MB est 

vraisemblablement liée à plusieurs événements parmi lesquels on retrouve, la perte de 

fonction des suppresseurs de tumeurs Ptc et p53, mais aussi l’altération des gènes requis pour 

la réparation de l’ADN et le contrôle du cycle cellulaire (Frappart et al., 2009). 

 D’autres modèles murins de MB sont constitués de mutations ponctuelles activatrices 

du gène Smo, initialement décrites dans les BCC (Reifenberger et al., 1998; Xie et al., 1998), 

ou de formes constitutivement actives de Smo (SmoA1) exprimées sous le contrôle du 

promoteur du facteur de transcription Neurod2 (Hallahan et al., 2004). Dans ce dernier 

modèle, l’incidence d’apparition des MB est de 48 %. En plus de l’induction des gènes 

classiques de la voie Hh (Gli1 et Nmyc), une induction des gènes de la voie Notch y est 

détectée ce qui mime de façon intéressante l’induction de ces deux voies observée dans les 

MB humains. Bien d’autres modèles ont été développés et sont présentés dans le Tableau 2. 

Aucun d’eux n’est cependant capable de refléter la grande diversité des MB humains. 

 L’étude récente de l’origine cellulaire des MB a permis d’identifier deux sous-groupes 

potentiels de tumeurs respectivement liées à des mutations des composantes des voies Shh et 

Wnt (Gibson et al., 2010). Les cellules constituant les MB Hh-dépendants ont un profil 



  Introduction 

 
 

48 

 

d’expression génique rappelant celui des GCP du cervelet (Lee et al., 2003). En accord avec 

cette observation, l’invalidation conditionnelle de Ptc dans les GCP qui expriment le gène 

Math1, un marqueur spécifique de ces cellules, induit l’apparition de MB (Yang et al., 2008) 

suggérant que l’oncogenèse résulte de l’activation de la voie spécifiquement dans les GCP. 

 Comme dans le cas des BCC, le cil primaire serait également impliqué dans une 

fraction des MB où les voies Shh ou Wnt sont activées. Le cil primaire serait donc une cible 

thérapeutique potentielle dans le traitement de ces cancers (Han et al., 2009). La 

compréhension de la régulation de ces deux voies de signalisation dans cette organelle est très 

importante d’un point de vue thérapeutique. 

 Rhabdomyosarcomes (RMS): 

 Il s’agit du sarcome pédiatrique affectant les tissus mous le plus commun et comptant 

pour plus de 10 % des tumeurs solides malignes de l’enfant ; pour revue, (Teglund and 

Toftgard, 2010). D’un point de vue morphologique, le RMS présente les caractéristiques des 

cellules des muscles squelettiques. Cette morphologie est variable en fonction de la 

localisation de la tumeur et de l’âge du patient. Bien que la majorité des RMS apparaissent de 

manière sporadique, certains sont associés au syndrome de Gorlin (Tostar et al., 2006). Chez 

la souris, le RMS apparait également chez les animaux Ptc hétérozygotes (Kappler et al., 

2003). Cependant, comme pour les BCC, le fond génétique de la souris influence l’incidence 

d’apparition de la tumeur (Hahn et al., 1998). La délétion du gène Trp53 (pour 

Transformation related p53) augmente aussi le développement des RMS, mais la majorité des 

animaux Ptc
+/-

Trp53
-/-

 décèdent rapidement suite au développement des MB (Lee et al., 

2007). Par ailleurs, la délétion d’un allèle du gène Sufu n’augmente pas l’incidence des RMS 

chez les animaux Ptc
+/-

 suggérant que, dans ce cancer, il n’y a pas d’effet coopératif entre les 

deux acteurs de la voie (Lee et al., 2007). D’autres modèles murins de RMS ont été proposés 

tels que les souris Hhip
+/-

 ou le modèle conditionnel CAGGS-CreER R26-SmoM2 (Gerber et 

al., 2007; Mao et al., 2006). L’étude de ces souris transgéniques démontre de manière claire 

que la voie Hh est impliquée dans le développement de certains RMS. Néanmoins, de 

nouvelles études seront nécessaires afin d’établir si la régulation de la voie Hh doit faire partie 

du traitement des patients atteints de RMS. 
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Figure 10 : Voie Sonic Hedgehog et développement de carcinomes basocellulaires.  

Les cellules souches ou cellules multipotentes du follicule pileux (jaune) donnent naissance aux 

progéniteurs épithéliaux (PE, orange foncé) et aux progéniteurs des follicules pileux (PFP, rose). Les 

PE, après prolifération, vont se différencier en épithélium stratifié. Les PFP vont se différencier en 

follicule pileux. La prolifération incontrôlée des progéniteurs du follicule pileux liée à des mutations 

sporadiques du récepteur Patched (Ptc) ou de Gli2 (A, (Grachtchouk et al., 2011; Wang et al., 2011) et 

celle des progéniteurs épithéliaux liées à des mutations gain de fonction de Smoothened (Smo ; B, 

(Youssef et al., 2010) sont à l’origine du développement de carcinomes basocellulaires. D’après 

(Pasca di Magliano and Hebrok, 2003). 
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  2.1.2. Tumeurs liées à une activation aberrante de la voie Hh 

 En dehors de l’existence de mutations sur les composantes de la voie, l’apparition de 

tumeurs dépendant de la signalisation Hh pourrait être consécutive à sa réactivation 

incontrôlée au cours d’un processus de réparation des tissus ; pour revue, (Beachy et al., 

2004). Ainsi, l’analyse d’un grand nombre de tumeurs solides périphériques a permis de 

mettre en évidence une augmentation du niveau d’expression des gènes cibles de la voie tels 

que Ptc et Gli ou encore du ligand Shh lui-même. Ces tumeurs sont dites tumeurs dépendant 

du ligand  par opposition à celles dérivant d’une mutation des composantes de la voie Shh et 

par conséquent indépendantes de la quantité de ligand Hh biodisponible. 

 Les premières tumeurs de ce type à être identifiées sont les cancers du poumon à 

petites cellules (SCLC : « Small-cell lung cancer » ; (Watkins et al., 2003). 25 % de ces 

tumeurs ont un niveau d’expression de Shh et Gli1 supérieur à ce qui est déterminé dans des 

tissus sains. Par ailleurs, la croissance de ces cellules en culture peut être bloquée par un 

antagoniste du récepteur Smo, la cyclopamine, ou bien par un anticorps dirigé contre le ligand 

Shh (5E1). En accord avec l’hypothèse d’une réactivation incontrôlée de la voie Hh, 

l’exposition au naphtalène de tissus respiratoires de souris entraine une augmentation du taux 

d’expression de Shh et Gli1 dans les cellules épithéliales du poumon. 

 Des taux anormalement élevés de Shh, Ptc et Smo ont également été identifiés dans 

des tumeurs précoces du pancréas chez l’Homme (Berman et al., 2003; Thayer et al., 2003). 

Un mécanisme comparable a, par la suite, été proposé pour les tumeurs de la prostate 

(Karhadkar et al., 2004; Sanchez et al., 2004), du tractus digestif (Berman et al., 2003), du 

colon (Varnat et al., 2009), du sein (Fiaschi et al., 2009; Kubo et al., 2004), des ovaires 

(Chen et al., 2007), des mélanocytes (Stecca et al., 2007) ou des cellules hématopoïétiques 

(Zhao et al., 2009). Par ailleurs, la voie Shh, lorsqu’elle est suractivée, serait à l’origine de 

diverses tumeurs du SNC telles que les gliomes proprement dit (Clement et al., 2007; Monje 

et al., 2011), mais aussi les glioblastomes et les astrocytomes (Bar et al., 2007 ; Rush et al., 

2010) ou bien les neuroblastomes (Mao et al., 2009). 

 Le développement des métastases pourrait également être sous le contrôle de la voie 

Shh pour les tumeurs de la prostate (Karhadkar et al., 2004), du colon (Varnat et al., 2009) ou 

du pancréas (Bailey et al., 2009; Feldmann et al., 2007) comme l’indique l’inhibition 

pharmacologique de la voie ou l’utilisation de l’anticorps 5E1 neutralisant le ligand Shh. Le 
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Tableau 2 : Modèles murins de médulloblastomes.  

Le tableau présente les constructions génétiques sur lesquelles reposent les modèles, la modification 

génétique associée et l’incidence d’apparition des tumeurs. Abréviations: TG= transgénique, KO = 

knockout, RCAS= Replication-Competent ASLV (pour Avian Sarcoma-Leukosis Virus) long terminal 

repeat (LTR) with a Splice acceptor, Tlx = Tailless, GFAP = Glial fibrillary acid protein, ND2 = 

Neurogenic differenciation Factor2, Bcl2 = B-cell lymphoma 2, Rb = Retinoblastoma gene, lnk4c = 

Inhibitor of cyclinD-associated kinase 4c, Lig4 = DNA ligase 4, Brca2 = Breast cancer 2 susceptibility 

protein, Xrcc = X-ray repair cross complementing protein. D’après (Huse and Holland, 2009). 
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cil primaire pourrait jouer un rôle important dans ce type de tumeurs. Ptc, Smo ou le facteur 

de transcription Gli2 sont notamment exprimés dans le cil primaire des cellules cancéreuses 

pancréatiques (Bailey et al., 2009; Nielsen et al., 2008). 

 

  2.1.3. Modèles d’activation de la voie Shh responsable de la tumorigenèse 

 Parmi les tumeurs dépendant du ligand Hh, deux catégories peuvent être distinguées 

selon la nature des cellules sécrétant et répondant respectivement au ligand Hh. On parlera 

donc de tumeurs autocrines ou paracrines. 

 Modèle autocrine : 

 Dans ce modèle, la cellule tumorale est à la fois capable de sécréter le ligand Shh et 

d’y répondre (Figure 11). La voie de signalisation Hh stimulerait ainsi la prolifération et la 

survie des cellules à l’origine de la croissance tumorale ; pour revue, (Scales and de Sauvage, 

2009). Ce modèle a été proposé pour les tumeurs dépendant du ligand (notamment certains 

types de MB) définies par une forte expression de Shh et des composantes de la voie par les 

cellules tumorales et l’inhibition de la croissance de ces cellules in vitro et in vivo par un 

antagoniste de Smo, la cyclopamine (Berman et al., 2002). Les mécanismes d’action mis en 

jeu dans les effets tumorigéniques de Shh sont le contrôle du cycle cellulaire par la régulation 

de l’expression des cyclines, mais aussi de l’oncogène N-myc dans le SNC (Kenney et al., 

2003). N-myc est un facteur de transcription essentiel pour la prolifération cellulaire et dont 

l’expression est réduite en présence de cyclopamine dans les cellules issues de MB en culture 

(Berman et al., 2002). Les formes activatrices des facteurs de transcription Gli induisent 

l’expression de SNAIL, une protéine à doigts de zinc se liant aux protéines E-cadhérine 

engendrant ainsi la transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, un 

processus requis pour la migration des cellules tumorales et la formation des métastases. La 

cyclopamine est, là encore, capable d’inhiber l’induction de l’expression de SNAIL et donc de 

freiner la capacité des lignées cellulaires prostatiques cancéreuses à métastaser (Karhadkar et 

al., 2004). 

 Cependant, ce modèle a depuis été controversé. L’une des premières raisons est que 

les concentrations micromolaires de cyclopamine requises pour inhiber la prolifération des 

cellules de MB en culture sont plus de 300 fois supérieures à celles capables d’inhiber la 

signalisation Shh dans des fibroblastes exprimant un gène rapporteur sous le contrôle du 
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promoteur Gli (Romer et al., 2004). De plus, l’expression des cibles transcriptionnelles de la 

voie, Gli1 et Ptc, n’est pas diminuée par la cyclopamine, même utilisée à des doses élevées et 

capables de bloquer la croissance tumorale (Zhang et al., 2009). Enfin, dans un large panel de 

lignées de cellules tumorales pancréatiques, colorectales ou pulmonaires, les CI50 

(concentration inhibitrice à 50 %) de la cyclopamine et d’un autre antagoniste de Smo 

(HhAntag) ne sont pas du tout corrélées avec les niveaux d’expression de Gli1 et Ptc dans ces 

mêmes cellules (Yauch et al., 2008). L’ensemble de ces constatations ouvre donc la possibilité 

d’un second modèle permettant de mieux comprendre le développement tumoral dépendant de 

la signalisation Hh. Cependant, le modèle autocrine ne doit pas être pour autant exclu. Il vient 

d’ailleurs d’être à nouveau proposé dans le cas de tumeurs NSCLC (non-Small Cell Lung 

Carcinomas ; (Singh et al., 2011) ou de carcinomes de la prostate (Tzelepi et al., 2011). Ainsi, 

la validité du modèle autocrine dépendrait en particulier des lignées tumorales étudiées et de 

leur origine humaine ou murine (Singh et al., 2011). 

 Modèle paracrine : 

 Dans ce modèle, la cellule tumorale exprime le ligand Shh mais ce sont les cellules 

stromales qui expriment le système de réception/transduction du signal (Figure 11). 

L’activation de la voie dans les cellules environnantes va induire la libération de facteurs 

trophiques qui agiront en retour sur les cellules tumorales favorisant ainsi leur multiplication 

et/ou différenciation. Dans le modèle paracrine inverse, les cellules stromales sécrètent le 

ligand qui agit sur les cellules tumorales réceptrices et favorise directement leur expansion; 

pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009). 

 Le modèle paracrine a été proposé pour la première fois dans le cas des tumeurs de la 

prostate (Fan et al., 2004) où les cellules tumorales accroissent leur prolifération si on y 

surexprime les composantes de la voie Hh et si on les injecte in vivo chez l’animal sous forme 

de xénogreffes. En accord avec ce modèle, l’utilisation d’anticorps neutralisant le ligand Shh 

ou l’invalidation de Smo dans les cellules du stroma de xénogreffes induisent une forte 

diminution de l’expression des gènes cibles de la voie et de la croissance tumorale (Yauch et 

al., 2008). Les effets de l’anticorps neutralisant le ligand ont été retrouvés dans un modèle de 

tumeur pancréatique orthotopique. La détection de Smo dans les cils primaires des cellules du 

stroma indique que la voie Shh est active dans ces cellules. En revanche, le ligand Shh n’est 

exprimé que dans les cellules de la tumeur (Bailey et al., 2009). Par ailleurs, la surexpression 

de l’allèle oncogénique de Smo, SmoM2, dans les cellules épithéliales du carcinome 
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pancréatique n’est pas capable d’activer la signalisation Shh contrairement à son expression 

dans les cellules du mésenchyme (Tian et al., 2009). Le criblage de lignées primaires de 

cellules stromales issues de tumeurs pancréatiques a mis en évidence l’accumulation de 

l’expression du récepteur Smo dans ces cellules et renforce l’idée que les cellules stromales 

sont une cible thérapeutique importante pour le développement d’antagonistes du récepteur 

Smo (Walter et al., 2010). 

 Ce modèle paracrine vient également d’être proposé dans le développement et les 

métastases de tumeurs du sein (O'Toole et al., 2011). Cependant, le mécanisme du 

rétrocontrôle exercé par la cellule stromale sur la cellule tumorale n’est pas encore totalement 

élucidé. En effet, d’autres signalisations telles que celles induites par le facteur de croissance 

de l’insuline (Igf1 pour Insulin Growth factor type 1) ou les molécules Wnt sont modulées de 

la même manière que la signalisation Shh dans les modèles de xénogreffes en présence d’un 

antagoniste de Smo (Yauch et al., 2008). Par ailleurs, la signalisation Shh pourrait stimuler la 

libération de facteurs pro-angiogéniques par les cellules stromales qui favoriseront à leur tour 

la tumorigenèse (Yamazaki et al., 2008). Ces résultats ont été récemment confortés dans des 

modèles de xénogreffes et d’angiogenèse utilisant à la fois des antagonistes de la voie Shh et 

des inhibiteurs du VEGF (Vascular Endothélial Growth Factor) montrant que la libération du 

VEGF nécessaire à l’angiogenèse et au développement de la tumeur, dépend de l’activation 

de la voie Shh (Chen et al., 2011a). 

 La validation du modèle paracrine inverse est plus préliminaire et ne concernerait que 

les lymphomes à cellules de type B. Dans ce cas, le ligand Shh sécrété par le stroma de la 

moelle osseuse, est nécessaire à la survie des cellules B cancéreuses en favorisant l’expression 

du facteur anti-apoptotique Bcl2 (Dierks et al., 2007). 

 

  2.1.4. Shh et les cellules souches tumorales 

 Il existe un dernier modèle selon lequel la signalisation Shh contrôlerait le maintien et 

le développement d’une sous-population de cellules tumorales, les cellules souches 

cancéreuses (CSC ; Figure 11 et pour revues, (Vescovi et al., 2006; Visvader and Lindeman, 

2008). Ces cellules sont capables d’auto-renouvellement et sont multipotentes, permettant 

donc de générer tous les types cellulaires retrouvés dans la tumeur. Les CSC ont la 

particularité d’être résistantes aux radiations et à la chimiothérapie pour plusieurs raisons : 
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elles se multiplient lentement, elles expriment fortement des protéines transporteurs 

permettant d’exporter les drogues dans le milieu extracellulaire et elles n’exprimeraient pas 

les protéines oncogènes cibles des médicaments développés actuellement. Cette dernière 

caractéristique laisse donc penser que ces cellules seraient à l’origine des rechutes dans les 

traitements anticancéreux, ce qui en fait une cible thérapeutique majeure. 

 Dans le cerveau, les CSC ont été proposées dériver des aires de neurogenèse adulte 

notamment de la ZSV. Ainsi, l’expression de certains gènes exprimés dans les progéniteurs 

neuraux astrocytaires (cellules B) de la ZSV pourrait contrôler la conversion de ces cellules 

en CSC. La délétion combinée des gènes Rb, p53 et PTEN dans les cellules B de la ZSV 

donnerait naissance à des tumeurs cérébrales et en particulier des gliomes. A l’inverse, la 

mutation des mêmes gènes dans des populations d’astrocytes différenciés n’induit pas de 

tumeur (Jacques et al., 2010). La signalisation Shh régule l’expression des gènes nécessaires 

à la multipotentialité et à l’auto-renouvellement des CSC dérivées de gliomes et exprimant 

l’antigène CD133 (Clement et al., 2007). Les cellules CD133
+
 expriment un taux supérieur à 

la normale du facteur de transcription Gli1 et sont capables de donner des gliomasphères en 

culture dont le développement est inhibé en présence de témozolyde (médicament utilisé dans 

le traitement des gliomes) et de cyclopamine (Bar et al., 2007; Clement et al., 2007). La 

multiplication des CSC et la tumorigenèse des gliomes semblent contrôlées par une boucle 

rétro-inhibitrice entre Gli1 et le suppresseur de tumeurs p53 (Stecca and Ruiz i Altaba, 2009). 

Par ailleurs, dans un modèle de leucémie myéloïde chronique (LMC), les cellules invalidées 

pour l’expression de Smo perdent leur capacité à développer des tumeurs contrairement à 

celles exprimant le transgène SmoM2 qui favorise la tumorigenèse. Là encore, la 

cyclopamine, mais aussi l’anticorps anti-Shh, 5E1, inhibent la prolifération des CSC dans le 

modèle de LMC (Zhao et al., 2009). 

 Très récemment, le facteur de transcription Nanog a été impliqué dans le processus 

tumorigénique des MB. Dans les cellules souches, son activation serait induite par la fixation 

des facteurs de transcription Gli1 et Gli2 sur des séquences cis-régulatrices spécifiques et 

participerait à l’auto-renouvellement de ces cellules (Po et al., 2010). 

 L’importance de la voie Shh dans le contrôle des cellules souches et des CSC souligne 

l’intérêt du développement de molécules permettant une régulation précise de la signalisation 

Hh à des fins thérapeutiques. 
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Figure 11 : Les différents modèles impliquant la signalisation Hedgehog dans les 

cancers.  

(A) Les tumeurs de type I, indépendantes du ligand présentent une mutation inactivatrice (étoile verte) 

sur les régulateurs négatifs (Patched1 (PTCH1) ou Sufu) ou une mutation activatrice (étoile rouge) sur 

Smoothened (Smo). (B) Les tumeurs de type II ou autocrines sont capables à la fois de sécréter le 

ligand Hedgehog (Hh) et d’y répondre. (C) Les tumeurs de type IIIa suivent le modèle paracrine dans 

lequel les cellules tumorales sécrètent le ligand Hh qui se lie au récepteur PTCH1 exprimé à la surface 

des cellules stromales conduisant à la libération de facteurs trophiques tels que VEGF, IGF ou Wnt qui 

agiront sur la cellule tumorale en favorisant sa croissance. (D) Les tumeurs de type IIIb suivent le 

modèle paracrine inverse. Les cellules stromales sécrètent le ligand Hh qui se lie au récepteur PTCH1 

exprimé à la surface des cellules tumorales, engendrant l’activation de la voie Hh et donc l’expression 

des gènes cibles tels que PTCH1, Gli1 ou Bcl2 importants pour la survie et la prolifération des 

cellules. (E) La signalisation Hh n’est active que dans les cellules présumées souches et appartenant à 

la tumeur. Légende : PTCH1, en rouge; Smo, en vert; ligand Hh, en violet; Sufu, en marron; noyau, en 

bleu; cellules souches tumorales, en jaune. D’après (Scales and de Sauvage, 2009). 
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 2.2. Autres pathologies 

  2.2.1. Malformations congénitales 

 Des mutations dans les gènes Shh ou Gli3, aboutissant à une activation inappropriée 

de la signalisation Hh au cours du développement embryonnaire ont été mises en cause dans 

des défauts de formation des membres. La polydactylie préaxiale qui correspond à une 

duplication des doigts provient d’une activation ectopique du signal Shh dans la partie 

antérieure du bourgeon des membres ; pour revue, (McMahon et al., 2003). Cette pathologie 

est la malformation des membres la plus fréquente chez l’Homme et l’une des anomalies du 

développement les plus courantes avec une incidence de 15 naissances sur 10 000. 

 Les autres malformations congénitales sont associées, à l’inverse, à une signalisation 

Hh déficitaire. La plus fréquente est l’HPE qui se caractérise notamment par des 

malformations de la tête et du SNC au niveau de la ligne médiane. La symptomatologie très 

variable peut aller de l’existence d’un prosencéphale n’ayant pas subi la fissure 

interhémisphérique, d’une cyclopie et d’un proboscis, à des signes cliniques beaucoup moins 

sévères tels que la fente palatine, l’incisive médiane unique ou le rapprochement excessif des 

deux yeux ; pour revue, (Gongal et al., 2011). Bien que l’HPE soit multigénique, une 

anomalie de la signalisation Hh est retrouvée dans 50 % des cas. En effet, plus de 60 

mutations du gène Shh ont été associées à l’HPE, de même que des mutations de Ptc et de 

Gli2. L’analyse par mutagenèse dirigée des protéines ShhN et ShhC a permis de montrer que 

la majorité des mutations identifiées dans des cas d’HPE induisent une activité réduite du 

polypeptide biologiquement actif ShhN (Traiffort et al., 2004) et pour revue, (Gongal et al., 

2011).  

 Deux autres syndromes présentent un grand nombre de caractéristiques des 

pathologies associées à une signalisation Hh anormale au cours de l’embryogenèse. Il s’agit 

du syndrome VACTERL (Vertebral anomalies, Anal atresia, Cardiac Malformations, 

Tracheo-Eosophageal fistula, Renal et Limb malformations ; pour revue, (Shaw-Smith, 2010) 

dans lequel des mutations de Shh ont été identifiées (Aguinaga et al., 2010) et du syndrome 

de Smith Lemli-Opitz (SLOS pour Smith Lemli-Opitz Syndrom) lié à des mutations du gène 

codant pour l’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase (Dhcr7) qui intervient dans la dernière 

étape de la biosynthèse du cholestérol ; pour revue, (Porter and Herman, 2011). Un grand 

nombre de mécanismes affectant la signalisation Shh pourraient être compromis dans ce 

dernier syndrome étant donné le rôle prépondérant du cholestérol pour la synthèse, le 
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transport et la réception du ligand de la voie Hh ; pour revue, (Eaton, 2008). Récemment, la 

démonstration du rôle de Ptc dans la régulation des concentrations intracellulaires de 

cholestérol est en accord avec les défauts de la signalisation Hh observés dans le syndrome 

SLOS (Bidet et al., 2011). De plus, les effets des oxystérols et de la vitamine D3 récemment 

mis en jeu dans la signalisation Shh ont confirmé l’importance de l’enzyme Dhcr7 dans la 

régulation de cette voie ; pour revues, (McMahon et al., 2003; Porter and Herman, 2011). 

Des modèles animaux de SLOS ont permis d’établir une corrélation entre la diminution des 

taux de stérols cellulaires et la diminution d’activité de la voie Hh, notamment au niveau du 

récepteur Smo (Cooper et al., 2003). Une mutation sur l’alléle codant pour l’enzyme 

hydroxystéroide (17ß)-déhydrogenase 7 dans le modèle murin rudolph engendre une 

diminution de l’induction des gènes cibles de la voie Hh à la fois in vitro et in vivo. Ce 

modèle apporte pour la première fois, une preuve génétique de l’implication du métabolisme 

du cholestérol dans la régulation de la voie Hh au cours du développement et en particulier 

dans le SNC (Stottmann et al., 2011). 

 

  2.2.2. Maladies dégénératives  

 Un certain nombre de liens ont été établis entre la voie Hh et les pathologies 

dégénératives. La régulation pharmacologique de la voie pourrait présenter un intérêt 

thérapeutique même si à l’heure actuelle et contrairement aux domaines des cancers, aucune 

molécule n’est utilisée dans des protocoles cliniques pour ces pathologies. Contrairement aux 

modèles d’osthéoarthrite sévère où un blocage pharmacologique de la voie permet de freiner 

le développement de la maladie (Lin et al., 2009), dans les modèles d’ischémie, c’est le ligand 

Shh lui-même qui s’est montré capable d’induire une angiogenèse robuste dans les tissus lésés 

(Pola et al., 2001). Cependant, je me limiterai ici aux données disponibles pour les 

pathologies cérébrales. Dans des modèles animaux de la maladie de Parkinson (caractérisée 

par une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire engendrant des 

troubles moteurs importants), l’injection intrastriatale de ShhN permet d’améliorer les 

fonctions locomotrices et d’augmenter le nombre de cellules dopaminergiques dans le 

striatum (Dass et al., 2002; Tsuboi and Shults, 2002). In vitro, la protéine Shh est capable 

d’induire la différenciation de précurseurs neuraux en neurones dopaminergiques, et de 

prévenir l’apoptose de ces neurones induite par une neurotoxine (Hynes et al., 1995; Miao et 

al., 1997). D’autre part, Shh est également capable d’induire la différenciation spécifique de 
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neurones post-mitotiques en neurones cholinergiques in vitro, ce qui pourrait avoir un intérêt 

thérapeutique dans la maladie d’Alzheimer caractérisée par des troubles cognitifs associés à la 

perte de neurones cholinergiques (Reilly et al., 2002). Le rôle de la signalisation Shh dans la 

neurogenèse adulte et en particulier dans l’hippocampe mais aussi l’observation d’une 

modulation de la transcription de Ptc et de Smo suite aux électrochocs utilisés dans le 

traitement des syndromes dépressifs sévères suggèrent un intérêt potentiel de la modulation de 

la voie dans cette pathologie (Banerjee et al., 2005). La signalisation Hh induit par ailleurs un 

effet neuroprotecteur dans des modèles d’ischémie cérébrale (Wang et al., 2007). Shh régule 

enfin la prolifération des OPC dans le cerveau de rongeurs adultes laissant supposer que la 

modulation de la voie Shh pourrait être une approche à envisager pour le traitement des 

pathologies démyélinisantes ; pour revue, (Traiffort et al., 2010). 

 

  2.2.3. Ciliopathies 

 L’importance du cil primaire pour la signalisation Hh a récemment permis d’établir 

des liens entre cette voie et les ciliopathies, un groupe hétérogène de maladies dont les signes 

cliniques variés peuvent inclure kystes rénaux, dégénérescence de la rétine, polydactylie, 

retards mentaux, obésité ; pour revues, (Goetz and Anderson, 2010; Hildebrandt et al., 2011). 

Ainsi, la polydactylie affectant les patients atteints des syndromes de Bardet-Biedl ou de 

Meckel, et les anomalies du squelette des patients atteints du syndrome Ellis-van Creveld sont 

attribuées à la dérégulation de la signalisation Hh vraisemblablement et respectivement par 

perte de l’activité répressive du facteur de transcription Gli3 et invalidation du gène Ihh (Ruiz-

Perez et al., 2007). La signalisation Hh est également impliquée dans les défauts de 

développement du crane et de la tête retrouvés dans des modèles murins du syndrome de 

Meckel (Dowdle et al., 2011; Weatherbee et al., 2009).  

 De plus, les patients atteints du syndrome de Joubert présentent une ataxie liée à une 

hypoplasie du cervelet impliquant vraisemblablement la voie Shh (Brancati et al., 2009). 

Récemment, une analyse protéomique extensive a notamment permis d’identifier un nouveau 

gène, Tctn2, associé au syndrome de Joubert et à une forme sévère de néphropathie 

tubulointersticielle chronique. L’invalidation de ce gène chez la souris est associée à des 

défauts du tube neural et de la signalisation Shh (Sang et al., 2011).  
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 L’invalidation de Tcnt1, codant pour une protéine impliquée dans la formation de la 

zone de transition du cil primaire, est responsable de dérégulation de la voie Hh et conduit au 

syndrome de Joubert et Meckel. Cette protéine régule la localisation de protéines associées à 

la membrane du cil et son invalidation s’accompagne d’un défaut d’expression de Smo dans 

l’organelle (Garcia-Gonzalo et al., 2011). De plus, un nouveau locus associé au syndrome de 

Joubert (JBTS12), révèle des mutations dans le gène de la kinésine Kif7 induisant un défaut 

d’acétylation de la tubuline et une mauvaise dynamique du réseau de microtubules (Dafinger 

et al., 2011). Les patients porteurs de cette mutation, présentent une polydactylie, des défauts 

cérébraux et une fente palatine associés à un défaut de clivage du facteur de transcription Gli3 

(Putoux et al., 2011). 
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III. Pharmacologie de la voie Hedgehog 

 Ces dernières années, des avancées majeures ont amélioré notre compréhension du 

mécanisme d’action de la voie Shh et de ses rôles physiologiques chez l’embryon ou chez 

l’adulte. Bon nombre d’entre elles ont fait appel à l’utilisation d’outils pharmacologiques ; 

pour revues, (Scales and de Sauvage, 2009; Stanton and Peng, 2010). Cependant, bien des 

aspects du fonctionnement de cette voie restent à éclaircir. Par ailleurs, la variété et la sévérité 

des pathologies reliées à des défauts de régulation de cette voie soulignent l’importance du 

développement de petites molécules permettant de réguler finement son niveau d’activité (Ng 

and Curran, 2011). Des molécules capables d’activer le récepteur Smo ont été développées et 

sont susceptibles d’avoir un intérêt thérapeutique dans des pathologies où une régénération 

tissulaire est nécessaire. Cependant, la majorité des molécules disponibles tendent à réduire 

l’activité constitutive du récepteur Smo afin d’enrayer une hyperactivation de la voie 

responsable de l’émergence de tumeurs. Certaines de ces molécules sont actuellement testées 

en clinique dans le traitement de tumeurs périphériques, notamment les BCC, mais aussi dans 

celui des MB (Low and de Sauvage, 2010). Des molécules ayant pour cibles des composantes 

de la voie en aval (Gli) ou en amont (Shh) de Smo ont aussi été développées, mais à l’heure 

actuelle, aucune d’entre elles n’est testée en clinique (Figure 12). 

 

1. Pharmacologie du récepteur Smo 

 Smo a été initialement caractérisé comme un récepteur à 7 domaines TM sans ligand 

endogène identifié, ce qui en fait une cible privilégiée pour le développement de petites 

molécules capables de réguler l’activité de la voie Hh. A l’heure actuelle, parallèlement au 

développement de ligands synthétiques, quelques ligands naturels sont proposés moduler 

l’activité de Smo. 

 

 1.1. Agonistes 

  1.1.1. Molécules activatrices physiologiques 

 Dans la famille des récepteurs à 7 domaines TM, Smo présente la caractéristique 

remarquable d’être constitutivement actif et surtout régulé par une protéine à 12 domaines 

TM, Ptc ; pour revue, (Rohatgi et al., 2007). Une des hypothèses permettant d’expliquer le
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Figure 12 : Site d’action des principales molécules régulatrices de la signalisation Sonic 

Hedgehog dans le cil primaire.  

Les molécules considérées comme des régulateurs positifs sont indiquées en vert, les composés 

inhibiteurs en rouge. Points d’interrogation ou tirets : mode d’action des composés pas encore 

clairement défini. D’après (Mas and Ruiz i Altaba, 2010).  
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mécanisme d’inhibition exercé par Ptc sur Smo serait qu’il pourrait réduire la quantité de 

ligand endogène disponible pour moduler l’activité de Smo. A l’heure actuelle, plusieurs 

modèles impliquant une régulation  de la concentration en cholestérol cellulaire par le 

récepteur Ptc ont été proposés. En effet, l’homologie de séquence entre Ptc et la protéine 

NPC1 impliquée dans la liaison et le transport du cholestérol est à l’origine de ces hypothèses. 

Récemment, la liaison de Ptc au cholestérol a été mise en évidence grâce à des études de 

résonance des plasmons de surface et Ptc a été proposé réguler l’efflux de cholestérol 

cellulaire (Bidet et al., 2011), un mécanisme différent de la redirection subcellulaire des 

stocks de cholestérol initialement suggérée  (Figure 13). Ce second modèle montre également 

que l’accumulation de cholestérol intracytoplasmique n’est pas corrélée avec l’activation de la 

signalisation Hh, mais induit cependant l’expression du récepteur Smo à la membrane. Ce 

résultat est parfaitement en accord avec l’hypothèse récemment émise par Rohatgi et 

collaborateurs, selon laquelle l’activation de la voie Hh nécessiterait une étape de 

relocalisation du récepteur Smo dans le cil primaire avant l’étape d’activation proprement dite 

(Bidet et al., 2011). L’identification du ligand naturel de Smo a très vite suscité beaucoup 

d’intérêt et le cholestérol et ses dérivés, les oxystérols ont rapidement été proposés comme 

régulateurs de l’activité de la voie Shh (Cooper et al., 2003; Corcoran and Scott, 2006; 

Dwyer et al., 2007). La déplétion cellulaire en stérols rend les cellules moins sensibles au 

ligand ShhN (Cooper et al., 2003). De plus, le cholestérol ainsi que les 20α, le 22(S), le 24(S) 

et 25(S)-hydroxycholestérols sont capables d’activer la voie Shh contrairement au 7ß-

hydroxycholestérol qui n’induit pas d’augmentation de l’activité de la ß-galactosidase placée 

sous le contrôle du promoteur Ptc dans des cellules PZp53
MED

 (une lignée de cellules 

médulloblastiques; (Corcoran and Scott, 2006). En accord avec cette observation, les 20α et 

22(S)-hydroxycholestérols induisent une augmentation de l’expression des gènes cibles de la 

voie, Ptc et Gli1, dans des cellules M2-10B4 (une lignée murine de cellules pluripotentes 

stromales de la moelle osseuse ; (Dwyer et al., 2007). Cependant, le mécanisme d’action exact 

des oxystérols sur l’activation de la voie Shh n’est pas encore totalement élucidé. En effet, les 

20α et 22(S)-hydroxycholestérols ne sont pas capables d’inhiber la liaison du dérivé 

fluorescent de la cyclopamine, le boron-dipyrrométhène (BODIPY)-cyclopamine (BC; (Chen 

et al., 2002a) dont la liaison au récepteur Smo a été démontrée. Ces deux oxystérols ne se 

lient donc pas directement au site de liaison de la BC sur le récepteur Smo comme l’indique 

également leur incapacité à déplacer la concentration efficace de l’antagoniste cyclopamine 

requise pour bloquer l’activité intrinsèque de la signalisation Hh dans des cellules 
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fibroblastiques embryonnaires de souris (MEF) invalidées pour Ptc
 
(Dwyer et al., 2007). S’il 

n’est pas encore prouvé que les oxystérols se lient directement à Smo, ils pourraient, modifier 

indirectement sa conformation, le rendant ainsi moins sensible à l’inhibition exercée par Ptc 

(Figure 13). 

 

   1.1.2. Agonistes synthétiques 

 La molécule SAG (Figure 14) a été identifiée suite à un criblage de banques de 

molécules à haut débit (HTS pour High Throughput Screening) sur le modèle cellulaire Shh-

light2 dans lequel l’activité d’un rapporteur luciférase sous le contrôle du promoteur Gli 

reflète le niveau d’activité de la voie Hh (Frank-Kamenetsky et al., 2002; Taipale et al., 

2000). Dans ce modèle, SAG présente une concentration efficace à 50 % (CE50) de 3 nM. 

L’utilisation d’une forme radiomarquée à l’
125

I du dérivé photosensible du SAG (PA-SAG) 

ainsi que différentes formes tronquées du récepteur ont permis de mettre en évidence que le 

composé se lie directement sur Smo au niveau des domaines TM du récepteur. La molécule 

est également capable d’inhiber la liaison du ligand BC suggérant qu’elle se fixe au même site 

que l’antagoniste (Chen et al., 2002b). Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation de 

dérivés radiomarqués de la cyclopamine et du SAG lui-même (Rominger et al., 2009). Tout 

comme le ligand Shh, SAG induit la translocation au cil primaire du récepteur Smo (Rohatgi 

et al., 2009). Cependant, ce composé agoniste présente une propriété particulière, puisqu’à 

des concentrations supérieures à 1 µM, il inhibe la voie Hh. Cette activité inattendue a été 

suggérée reliée soit à l’existence d’un effet cytotoxique à forte concentration (Frank-

Kamenetsky et al., 2002), soit à l’interaction du SAG non seulement avec le récepteur mais 

aussi avec une molécule effectrice non identifiée mais nécessaire à la transduction du signal 

induite par ce ligand. Cet effet biphasique laisse donc penser que l’utilisation de SAG in vivo 

est vraisemblablement délicate. Cependant, dans un modèle d’explant de tube neural de 

poulet, des concentrations croissantes de la molécule (0,1 nM - 1 µM) miment de façon dose-

dépendante l’effet de l’agoniste naturel, Shh, sur la différenciation des cellules du tube neural 

(Frank-Kamenetsky et al., 2002). Par ailleurs, administré in vivo par voie 

intracérébroventriculaire, SAG augmenterait la survie des neuroblastes nouvellement formés 

dans le gyrus denté de l’hippocampe suggérant ainsi un intérêt thérapeutique de la molécule 

jusqu'alors inexploré (Bragina et al., 2010). 
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Figure 13 : Structures et mécanisme d’action des molécules dérivées du cholestérol 

capables d’activer ou d’inhiber la signalisation Hedgehog.  

(A) Structures du cholestérol et de son dérivé le 7-déhydrocholestérol, le précurseur de la vitamine D3. 

Les chiffres indiquent la position des différents atomes de carbone. (B) Structures des 4 oxystérols 

activateurs de Smoothened (Smo) également dérivés du cholestérol. (C-D) Modèle d’activation de 

Smo par les oxystérols cellulaires. Le cholestérol (sphère bleu) est transporté aux sites de synthèse des 

oxystérols tels que le 22(S)-hydroxycholestérol (22-OHC, étoile violette, C). Cette synthèse n’a lieu 

qu’en l’absence de Patched (Ptc). Lorsque Ptc est présent, le stock de cholestérol est redirigé vers un 

autre compartiment cellulaire réduisant la synthèse des oxystérols activateurs de la voie et favorisant la 

synthèse potentielle d’un inhibiteur de Smo (étoile jaune, D). (E-F) Modèles d’inhibition de l’activité 

constitutive de Smo par la vitamine D3. Ptc régule la sécrétion du cholestérol au niveau de sites où des 

inhibiteurs de Smo sont synthétisés (étoile jaune, E). Ptc agit comme un transporteur et mobilise les 

molécules inhibitrices de Smo contenues dans des lipoprotéines. Une fois sécrétées, elles inhibent le 

récepteur Smo (F). (G-H) En l’absence de Shh, Ptc (rouge) est exprimé au niveau de la membrane 

plasmique et régule l’efflux de cholestérol (hexagone jaune) cellulaire. Smo (bleu) est inactif et 

retrouvé dans les endosomes cellulaires (G). Lorsque Shh (vert) se lie à Ptc, Ptc est internalisé et 

inhibe l’efflux de cholestérol. L’accumulation de cholestérol dans la cellule favorise l’expression de 

Smo dans le cil primaire (H). RE : réticulum endoplasmique. NPC : Niemann-Pick de type C. D’après 

(Eaton, 2008). 
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 D’autres molécules appartenant à la même série chimique, Hh-Ag1.1-Hh-Ag1.5 

(Figure 14) induisent une augmentation de l’activité Gli-luciférase et la transcription de Gli1 

et Ptc dans des cellules Shh-Light2 (Frank-Kamenetsky et al., 2002). Parmi ces molécules, 

Hh-Ag1.5 est le composé présentant la meilleure affinité, 1000 fois supérieure à celle de Hh-

Ag1.1. Les composés Hh-Ag1.2 et Hh- Ag1.3  (SAG) sont les moins toxiques. La molécule 

Hh-Ag1.1 (CE50 : 3 µM) est capable d’induire une augmentation de la prolifération des GCP 

et de moduler l’expression des facteurs de transcription normalement induits par Shh dans un 

modèle d’explant de tube neural de poulet. Ce composé entre en compétition avec la liaison 

de molécules antagonistes de Smo telles que la cyclopamine dans un modèle cellulaire 

exprimant le rapporteur Gli-luciférase. Enfin, son administration par voie orale engendre une 

augmentation de l’expression de la ß-galactosidase dans des embryons Ptc
lacZ/+ 

reflétant une 

activation endogène de la voie Shh. Hh-Ag1.1 peut aussi compenser les défauts de la ligne 

médiane observés chez des animaux Shh
-/-

 ou Smo
-/-

. Suite à cette étude complète et 

prometteuse, seule une publication a rapporté l’utilisation in vivo d’un agoniste de Smo chez 

l’adulte (Machold et al., 2003). Des études de structure-activité ont permis la synthèse de 

dérivés de ces molécules possédant un noyau chlorobenzothiophéne et une structure biaryl 

(Figure 14). Le plus affin d’entre eux présente une affinité subnanomolaire sur le test 

d’inhibition de la Gli-luciférase. Il a également été testé sur le plan pharmacocinétique et les 

résultats sont encourageants puisque la molécule semble passer la barrière 

hématoencéphalique (Brunton et al., 2009). 

 La Purmorphamine (Figure 14), un dérivé purinergique découvert par HTS d’une 

banque de molécules hétérocycliques, est le second agoniste de référence du récepteur Smo. 

Ce composé induit la différenciation des cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 en 

ostéoblastes dans un test in vitro mettant en jeu différentes voies de signalisation dont la voie 

Shh (Wu et al., 2002). Cette molécule ostéogénique s’est ensuite révélée capable d’induire la 

transcription des gènes cibles de la voie Hh, Gli1 et Ptc, confirmant son rôle de molécule 

agoniste de cette signalisation (Wu et al., 2004). La Purmorphamine inhibe la liaison de la BC 

sur le récepteur Smo et perd totalement son effet activateur de la signalisation Hh sur des 

cellules MEF Smo
-/-

, alors que cet effet est toujours présent sur des cellules MEF Ptc
-/-

 (CE50 : 

1 µM ; (Sinha and Chen, 2006). Cependant, à l’heure actuelle aucune étude n’a rapporté un 

effet de ce composé sur la signalisation Shh in vivo. 

 Enfin, le criblage de molécules approuvées par la FDA (Food and Drug 
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Administration) et utilisées en clinique a permis d’identifier 4 glucocorticoïdes fluorés de 

synthèse (halcinonide, fluticasone, clobétasol et fluocinonide ; Figure 14) comme 

desmolécules agonistes de la voie Shh et plus particulièrement du récepteur Smo. Ces 4 

composés sont capables de stabiliser la ß-arrestine favorisant donc l’internalisation de Smo, 

mais aussi d’induire l’activité Gli-luciférase (CE50 : 0,2 - 1,8 nM) et la prolifération des GCP, 

et de potentialiser l’effet prolifératif de Shh sur ces cellules. Cependant, ils n’inhibent que 

partiellement la liaison de la BC sur le récepteur Smo suggérant que les sites d’interaction de 

ces molécules et de la BC ne sont vraisemblablement pas identiques (Wang et al., 2010). Il 

conviendrait donc de mieux caractériser leur mécanisme d’action sur la signalisation Hh pour 

envisager ensuite leur utilisation comme régulateur positif de la voie Hh. 

 Le faible nombre de molécules agonistes développées et surtout leur indisponibilité en 

clinique montrent l’intérêt d’identifier de nouvelles séries de molécules douées de propriétés 

agonistes de la signalisation Hh qui non seulement serviront d’outils pharmacologiques pour 

disséquer les rôles et mécanismes de la voie Hh, mais pourront aussi constituer de nouvelles 

approches thérapeutiques potentielles de pathologies où l’activation du signal Hh serait 

bénéfique. 

 

 1.2. Antagonistes 

 Le développement de molécules inhibitrices de la signalisation Hh a suscité beaucoup 

plus d’intérêt que celui des molécules agonistes. Pour cette raison, de nombreux antagonistes 

ont émergé au cours des 7 dernières années. Ils constituent une nouvelle approche 

thérapeutique des cancers associés à la dérégulation de la voie Hh et la majorité ont pour cible 

le récepteur Smo (Figures 12 et tableau 3). 

 

   1.2.1. Antagonistes d’origine naturelle 

 Cyclopamine (11-déoxojervine) et Jervine (Figure 15) sont des alcaloïdes naturels 

extraits du vérâtre (Veratrum Californicum). Ce sont les premières molécules antagonistes de 

la voie qui ont été décrites. Leur découverte vient de l’observation faite par des fermiers 

américains qui, dans les années 50, avaient remarqué que les veaux nés d’une mère ayant 

ingéré cette plante présentaient des défauts sévères du développement du crâne et de la tête 
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associés parfois à une cyclopie. La cyclopamine et la jervine, possèdent des propriétés 

tératogènes rappelant le syndrome SLOS chez l’humain. Pour cette raison et parce que leur 

structure était proche de celle du cholestérol, ces alcaloïdes ont d’abord été considérés comme 

des inhibiteurs de la biosynthèse du cholestérol (pour revue, (Heretsch et al., 2010), mais en 

1998, les travaux de P. Beachy ont permis de démontrer que la cyclopamine est un inhibiteur 

de la signalisation Hh (Cooper et al., 1998; Incardona et al., 1998). En effet, elle induit 

l’expression de marqueurs dorsaux (Pax7) et réprime celle de marqueurs ventraux (Isl1 et 

HNF3ß) dans des explants de tube neural de poulet, des effets opposés à ceux de Shh dans ce 

modèle. L’interaction directe entre la cyclopamine et le récepteur Smo a pu être mise en 

évidence grâce à l’utilisation d’un dérivé de photo-affinité de la cyclopamine (PA-

cyclopamine) et de cellules transfectées par la forme humaine du récepteur Smo (Chen et al., 

2002a). L’utilisation du dérivé fluorescent de la cyclopamine, la BC, a permis de montrer que 

la molécule se lie spécifiquement au niveau des domaines TM du récepteur Smo, mais son 

affinité pour Smo reste faible (0,3 µM ; (Chen et al., 2002a). Cependant, l’affinité du dérivé 

fluorescent BC est de 5 nM comme l’a montré les expériences de liaison du dérivé sur la 

forme humaine du récepteur exprimée dans les levures Saccharomyces cerevisiae (Nehmé et 

al, 2010). Sur le plan mécanistique, la cyclopamine empêcherait la conversion de la forme 

inactive du récepteur en sa forme active (Taipale et al., 2000; Zhao et al., 2007). Comparée 

aux autres antagonistes de Smo que nous allons décrire, la cyclopamine est la seule à induire 

la translocation du récepteur Smo dans le cil primaire des cellules de mammifères (Rohatgi et 

al., 2009; Wang et al., 2009). Etant le premier antagoniste de Smo à avoir été caractérisé, la 

cyclopamine a été largement utilisée in vivo. De nombreuses études ont rapporté son effet 

inhibiteur sur divers modèles de tumeurs du SNC (Berman et al., 2002; Clement et al., 2007; 

Romer et al., 2004), de la prostate (Karhadkar et al., 2004), du colon (Varnat et al., 2009) ou 

de la peau (Stecca et al., 2007). Pourtant, la spécificité de ses effets a été largement remise en 

question et des effets « hors cibles » ont été suggérés dans certains modèles de tumeurs 

(Yauch et al., 2008; Zhang et al., 2009); pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009). De plus, 

une analyse chromatographique du plasma de souris traitées par la cyclopamine a révélé en 

milieu acide, sa conversion en 2 isoformes (cyclopamine (S) et cyclopamine (X)) inactives sur 

Smo (Wilson et al., 2010). La faible affinité et la faible solubilité de la cyclopamine, la 

difficulté de son extraction, de sa purification ou de sa synthèse, ainsi que les résultats très 

controversés concernant son activité in vivo ont incité plusieurs équipes à identifier des 

molécules dérivées de la structure de la cyclopamine, mais de meilleure affinité, plus stables 
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et plus solubles. La synthèse de la cyclopamine et de ses dérivés n’a été réalisée que très 

récemment (Heretsch et al., 2009) et son étude combinée à des études computationnelles, a 

permis la synthèse d’un dérivé plus puissant et plus stable, l’exo-cyclopamine (Heretsch et 

al., 2011). Récemment, la synthèse d’un substitut de la cyclopamine, le desmethylveramiline 

vient également d’être rapportée. L’activité in vitro du composé sur la signalisation Hh est 

comparable à celle de la cyclopamine (Guerlet et al., 2011). 

 La KAAD-cyclopamine (Figure 15) est un composé semi-synthétique dérivé de la 

cyclopamine qui présente une affinité 10 à 20 fois meilleure que celle de la cyclopamine avec 

une CI50 de 20 nM sur le test mettant en jeu l’activité du rapporteur Gli-luciférase. Le dérivé 

présente également des effets cytotoxiques plus faibles (Taipale et al., 2000). Cependant, 

aucun résultat in vivo n’a été rapporté jusqu'à aujourd’hui avec ce composé.  

 Les dérivés IPI-269609 et IPI-926 (Figure 15) ont été développés par le laboratoire 

Infinity afin de répondre à l’instabilité en milieu acide et à la faible solubilité en milieu 

aqueux de la cyclopamine (Tremblay et al., 2008). Ils présentent une modification du cycle D 

initialement instable en milieu acide, ainsi que l’addition d’une cétone ou d’un groupement 

sulfonamide sur le cycle A qui accroit la solubilité. IPI-269609 a été utilisé in vitro et in 

vivopour bloquer la signalisation Shh. Le composé inhibe l’expression du rapporteur Gli-

luciférase, diminue l’expression des gènes cibles Ptc et Gli1 et empêche la migration 

cellulaire préalablement induite par Shh. De plus, il est efficace dans un modèle de 

xénogreffes de tumeurs pancréatiques humaines et empêche le développement des métastases 

(Feldmann et al., 2008). Des études de relations structure-activité ont permis d’améliorer 

encore l’affinité de ce composé ainsi que sa solubilité et de conduire à IPI-926, une 

sulfonamide ayant une affinité de 5 nM pour la voie Shh (Tremblay et al., 2009). Ce composé 

présente une meilleure stabilité métabolique et il induit une régression complète du 

développement de la tumeur dans un modèle d’allogreffes de MB après traitement des 

animaux par voie orale. Utilisé dans un modèle de cancer pancréatique hautement invasif et 

létal, IPI-926 augmente la survie des animaux en bloquant la signalisation Shh dans le stroma 

environnant les cellules tumorales. Cet effet est retrouvé lorsque le composé est administré de 

manière combinée à la gemcitabine dans un modèle animal de tumeur résistante à ce produit. 

IPI-926 favoriserait également la néovascularisation de la tumeur facilitant ainsi la 

distribution de la gemcitabine aux cellules tumorales (Olive et al., 2009). A l’heure actuelle,
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Figure 14 : Structures chimiques des principaux agonistes synthétiques de Smoothened.  

Structures obtenues d’après (Brunton et al., 2009; Frank-Kamenetsky et al., 2002; Heretsch et al., 

2010; Wang et al., 2010). 
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IPI-926 est testé dans des essais cliniques de phase 1/2 destinés au traitement de tumeurs 

solides (Tableau 3 et pour revue, (Low and de Sauvage, 2010).   

 

  1.2.2. Régulateur physiologique 

 La vitamine-D3 est une hormone stéroïde impliquée dans la maintenance de 

l’homéostasie calcique ainsi que dans le contrôle de la différenciation et de la prolifération 

cellulaire de nombreux tissus ; pour revue, (Eaton, 2008). Elle dérive du 7-déhydrocholestérol 

qui est un précurseur du cholestérol. Ce précurseur est retrouvé de manière abondante dans la 

peau et sera converti en vitamine D3 suite à une exposition aux UV chez les mammifères. 

Bijlsma et collaborateurs ont proposé un rôle surprenant de la vitamine D3 sur la voie Shh. 

Dans le milieu de culture de cellules transfectées avec des quantités croissantes d’ADN Ptc, 

des concentrations croissantes de 3β-hydroxystéroïde (précurseur de la vitamine D3) ont été 

détectées suggérant un lien entre le récepteur et le stéroïde. De plus, la vitamine D3 est un 

inhibiteur efficace de l’activation du rapporteur Gli-luciférase dans des cellules murines 

C3H10T1/2 ou MEF Ptc
-/-

. L’utilisation de vitamine D3 radiomarquée a permis de mettre en 

évidence sa fixation au même site que la cyclopamine sur le récepteur Smo humain exprimé 

dans une lignée de levure. Par ailleurs, le traitement d’embryons de poisson-zèbre avec le 

précurseur de la vitamine D3 induit un phénotype similaire à celui observé chez des animaux 

Smo
-/-

 (Bijlsma et al., 2006). L’ensemble de ces données nécessite d’être confirmée dans 

d’autres systèmes (Figure 13). De façon intéressante, la vitamine D3 inhibe la croissance de 

nombreuses tumeurs dans lesquelles la voie Hh est active in vitro, mais aussi in vivo comme 

observé dans un modèle d’adénocarcinome pancréatique (Bruggemann et al., 2010). De 

même, la vitamine D3 réduit le niveau d’expression de Gli1 et la prolifération de cellules 

issues de BCC in vitro et in vivo. Son administration topique dans un modèle murin de BCC 

diminue également le nombre de cellules en prolifération. Ces résultats ont ainsi permis de 

suggérer que la vitamine D3 pourrait être une approche thérapeutique potentielle des BCC 

(Tang et al., 2011a). 

 

  1.2.3. Antagonistes de synthèse 

 La majorité des antagonistes de la voie décrits à ce jour sont des molécules de 

synthèse dont la cible est le récepteur Smo (Figures 12; pour revues, (Heretsch et al., 2010; 
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Mas and Ruiz i Altaba, 2010; Peukert and Miller-Moslin, 2010; Stanton et al., 2009; 

Tremblay et al., 2010). 

 La première petite molécule de synthèse inhibitrice de la voie Shh a été décrite par le 

laboratoire Curis en 2003 (Figure 16). Le Cur61414, une amiproline issue d’un HTS d’une 

banque de plus de 100 000 molécules organiques, est 5 fois plus efficace que la Jervine pour 

inhiber la signalisation Hh (CI50 : 100 nM). Il a été utilisé dans plusieurs modèles in vitro de 

BCC inhibant la prolifération et induisant l’apoptose des cellules issues de souris Ptc 

hétérozygotes (Williams et al., 2003). Des essais cliniques de phases 1/2 ont alors été mis en 

place pour le traitement topique de BCC humains, puis très rapidement arrêtés devant 

l’absence d’efficacité clinique et l’incapacité du produit à diminuer le niveau d’expression de 

Gli1 dans les tissus atteints. Les résultats d’une étude récente comparant l’effet d’une 

formulation topique de Cur61414 dans un modèle murin de BCC et dans des essais cliniques 

de phase 1 chez des patients atteints de BCC nodulaires ou superficiels confirment cette 

observation. Dans le modèle murin, Cur61414 diminue les niveaux d’expression des gènes 

cibles de la voie, le volume tumoral et la prolifération des cellules du BCC contrairement à ce 

qui est observé chez les patients (Tang et al., 2011b). Cette différence d’efficacité du composé 

est proposée être liée à une moins bonne pénétration de la molécule par voie topique chez 

l’Homme que chez l’animal ainsi qu’à une clairance plus rapide.  

 Le laboratoire Curis, en collaboration avec une équipe de St Jude’s Children’s 

Research Hospital, a développé une autre molécule efficace in vivo, l’antagoniste 

HhAntag691 (ou HhAntag ; Figure 16), un inhibiteur puissant de la signalisation Hh, capable 

d’empêcher la croissance des MB dans un modèle murin Ptc
+/-

p53
-/-

 après son administration 

orale quotidienne (Romer et al., 2004). Ces résultats seront remis en question quelques années 

plus tard par l’étude de Yauch et collaborateurs montrant que les effets de la cyclopamine et 

de cet antagoniste seraient des effets non spécifiques (Yauch et al., 2008). 

 Molécules testées en cliniques : Une série de molécules benzimidazoles à laquelle appartient 

le composé HhAntag a été optimisée grâce à des études de structure-activité et a conduit à la 

2-pyridyl amide appelée GDC-0449 (Vismodegib ; Figure 16). C’est à ce jour, l’antagoniste 

de Smo le plus avancé dans les essais cliniques (Robarge et al., 2009). In vitro, ce composé 

soluble et stable inhibe à très haute affinité l’activité Gli-luciférase induite par la protéine Shh 

dans la lignée Shh-Light2 (CI50 : 13 nM). Sur des lignées cellulaires d’adénocarcinomes du 
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Figure 15 : Structures et affinités de la cyclopamine et de ses dérivés.  

La cyclopamine est constituée de 5 cycles notés de A à F. L’addition d’une cétone en position 3 et 

d’un groupement N-aminoéthyl-aminocaproyl-dihydrocinnamoyl sur la cyclopamine (cadres rouges) 

conduit à la KAAD-cyclopamine (1). La dérivation du cycle D de la cyclopamine et l’addition d’une 

cétone en position 3 (cadres rouges) conduit au composé IPI-269609 (2). La modification de la chaîne 

latérale du cycle A de l’IPI-269609 (cadre rouge) conduit au composé IPI-926 (3). D’après (Heretsch 

et al., 2010). 
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poumon, il induit une réduction spécifique de la prolifération des CSC à l’origine de 

l’expansion de la tumeur, mais épargne les cellules non-souches qui n’expriment pas le 

récepteur Smo (Tian et al., 2011). L’administration orale quotidienne d’une faible dose (12,5 

mg/kg) de GDC-0449 dans un modèle murin d’allogreffes de MB issus de souris Ptc
+/-

, 

aboutit à une réduction complète de la masse tumorale. La gamme des doses utilisables chez 

l’animal est très étroite, car de très faibles variations peuvent conduire à d’importants 

changements de l’activité antitumorale du composé dans des modèles de tumeurs dépendant 

ou non du ligand (Wong et al., 2011). 

 Le GDC-0449 a rapidement progressé dans les essais cliniques. Sa caractérisation 

pharmacocinétique chez l’Homme a révélé que la molécule se lie fortement aux protéines 

plasmatiques et que sa demi-vie est près de 200 fois supérieure à celle observée chez le rat 

(Giannetti et al., 2011). Des résultats très encourageants ont été obtenus dans des cas de BCC 

localisés ou métastatiques (Von Hoff et al., 2009). Chez 33 patients recevant une dose orale 

journalière de 150 à 540 mg de GDC-0449 pendant près de 10 mois, 2 rémissions complètes, 

16 réponses partielles et 11 absences d’évolution de la maladie ont été observées. Aucun effet 

toxique directement lié à l’administration du produit n’a été rapporté. Depuis cette étude, le 

traitement d’un patient atteint d’une forme de BCC présentant de nombreux kystes 

odontogéniques dans la mâchoire avec risque d’atteinte osseuse, s’est montré particulièrement 

efficace et a permis au patient d’éviter la résection chirurgicale (Goldberg et al., 2011). 

 L’administration orale du composé chez un patient atteint d’une forme métastatique de 

MB résistant aux traitements classiques a tout d’abord conduit à une rapide régression de la 

tumeur et à une importante diminution des symptômes. Cependant, après 3 mois de 

traitement, le patient a rechuté et est finalement décédé (Rudin et al., 2009). Dans le tissu 

tumoral de ce patient, une mutation ponctuelle a été détectée sur le récepteur Smo (Smo-

D473H ; (Yauch et al., 2009). Le composé est actuellement en phase 2 dans des essais 

cliniques incluant notamment des patients atteints de formes inopérables de BCC 

(métastatiques ou très avancées), de cancers colorectaux et ovariens (Tableau 3). Une 

seconde génération de composés 2-pyridyl biphényl amide a été synthétisée. Ces composés 

analogues au GDC-0449 présentent des groupements polaires en position para sur le cycle 

amide qui optimisent leur efficacité et améliorent leurs paramètres pharmacocinétiques chez 

le rat. Deux de ces nouveaux composés sont plus efficaces que GDC-0449 pour inhiber le 

développement des tumeurs dans un modèle murin d’allogreffes de MB. Cependant, comme 
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GDC-0449, ces composés perdent leur activité de manière significative ou complète sur le 

récepteur Smo présentant la mutation ponctuelle Smo-D473H (Castanedo et al., 2010). 

 La molécule LDE-225 développée par la société Novartis est également incluse dans 

des essais cliniques à l’heure actuelle (Figure 16 et Tableau 3). Il s’agit d’un composé de 

type pyridine-biphényl-carboxamide dérivé de la classe des phtalazines qui présente une 

affinité de l’ordre du nanomolaire pour inhiber l’activité du rapporteur Gli-luciférase et la 

liaison du ligand BC sur les récepteurs Smo humain et murin (CI50 : 8 nM). La sélectivité du 

composé a été testée sur un large panel de récepteurs, canaux ioniques, transporteurs, kinases 

et protéases ce qui a permis de conclure à une bonne sélectivité de la drogue. Il présente une 

bonne biodisponibilité et une faible clairance chez le rat, le chat, le chien et l’Homme. LDE-

225 réduit le développement de la tumeur dans un modèle d’allogreffes de MB murin 

lorsqu’il est administré par voie orale (40 mg/kg/jour), diminue les taux d’expression du gène 

Gli1 dans la tumeur permettant de relier l’effet du composé sur la croissance tumorale à son 

action in vitro sur la signalisation Shh (Pan S, 2010). LDE-225 inhibe la formation de tumeur 

ou induit une régression tumorale importante dans des cultures d’échantillons de peau issus 

d’animaux Ptc
+/- 

(Skvara et al., 2011). L’ensemble de ces propriétés fait du LDE-225 un 

candidat potentiel pour le traitement de cancers Hh-dépendants et il est actuellement inclus 

dans des essais cliniques pour le traitement de tumeurs solides avancées et pour des BCC chez 

des patients atteints du syndrome de Gorlin ; pour revue, (Peukert and Miller-Moslin, 2010). 

L’analyse en double aveugle de plusieurs patients présentant des BCC traités localement par 

deux applications quotidiennes de LDE-225 révèle que le traitement est bien toléré et efficace 

puisque sur 13 BCC traités, 3 ont été totalement éradiqués, 9 partiellement éradiqués et 

seulement 1 n’a pas répondu au traitement (Skvara et al., 2011). 

 SANT et dérivés : sous cette dénomination, les premiers composés SANT-1, 2, 3 et 4 

sont issus du criblage d’une banque de plus de 10 000 petites molécules en utilisant le test 

cellulaire basé sur le rapporteur Gli-luciférase. Ces 4 composés présentent des CI50 comprises 

entre 20 et 200 nM (Chen et al., 2002b) ; Figure 16). Ces molécules se fixent au site de 

liaison de la BC sur le récepteur Smo puisqu’elles inhibent la liaison du ligand fluorescent. 

Cependant, leur mécanisme d’action diffère, notamment SANT-1 et 3 n’inhibent cette liaison 

que partiellement. De même SANT-3 ne bloque que partiellement l’activité constitutive du 

mutant oncogénique SmoA1. Contrairement à la cyclopamine, SANT-1 et 2 bloquent 

l’activité du récepteur Smo en empêchant sa translocation au cil primaire (Rohatgi et al., 
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2009). Les antagonistes SANT-1 et 2 inhibent de façon allostérique la liaison du radioligand 

[
3
H]SAG1-3, mais de façon compétitive celle du radioligand [

3
H]cyclopamine suggérant donc 

des spécificités d’interaction de ces 2 composés avec Smo. Le déplacement compétitif de la 

[
3
H]cyclopamine par SANT-1 ne reflète pas le déplacement partiel observé précédemment 

pour la BC suggérant de potentielles différences d’interaction de la [
3
H]cyclopamine et de la 

BC avec Smo (Rominger et al., 2009). Les composés SANT n’ont été utilisés que dans un 

nombre limité de modèles animaux in vivo. SANT-1 contrairement à SANT-2 s’est ainsi 

montré efficace pour empêcher le développement pileux chez la souris (Li et al., 2010). Le 

remplacement de la fonction hydrazone du SANT-1 par une amine a conduit à une série 

d’aminométhylpyrazoles présentant des affinités comprises entre 100 et 200 nM pour le 

récepteur Smo. Ces dérivés de SANT-1 sont également capables d’inhiber le développement 

pileux de manière comparable au composé de référence utilisé pour les pathologies reliées à 

un dérèglement de la pilosité, l’eflornithine. Par ailleurs, aucun effet n’a été obtenu in vivo en 

utilisant un dérivé de SANT-2 (TC-132) dans un modèle d’induction d’une cyclopie chez des 

embryons de médaka (Buttner et al., 2009)). 

 Dérivés du composé SAG : Malgré leur dénomination, SANT-74 et SANT-75 ne 

sont pas dérivés de l’une des molécules SANT décrites ci-dessus. Ce sont des dérivés de 

l’agoniste SAG dont le groupement aminométhyl a été remplacé par un groupement 

aminopropyl. Ils sont issus du criblage d’une banque de 61 molécules analogues au SAG à 

l’aide d’un modèle in vivo d’embryon de poisson-zèbre Gli:GFP. Dans ce modèle, basé sur 

des mesures de FRET, SANT-74 et SANT-75 ont des CI50 respectives de 70 et 20 nM. Ils 

empêchent la conversion de la forme inactive du récepteur Smo en sa forme active et 

induisent les défauts développementaux caractéristiques d’un blocage de la voie Shh (Yang et 

al., 2009) ; Figure 16).  

 Les phtalazines : Les laboratoires Novartis ont développé une famille d’antagonistes 

de nature aminobenzylphtalazine issue d’un HTS, puis optimisée par des études de structure-

activité conduisant à la découverte d’un composé présentant une affinité de l’ordre du 

nanomolaire pour le récepteur Smo, une bonne biodisponibilité et la capacité de passer la 

barrière hémato-encéphalique chez la souris. Le traitement d’un modèle murin de MB par cet 

antagoniste révèle une diminution dose-dépendante de la masse tumorale (Miller-Moslin et 

al., 2009). Le laboratoire AMGEN a également développé une série de phtalazines efficaces  
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Figure 16 : Structures et activités des principaux antagonistes de synthèse de 

Smoothened.  

(A) cyclopamine, (B) molécules utilisées en clinique, (C) composés développés par les laboratoires 

Curis efficaces in vivo, (D) composés SANT, (E) dérivés de la structure SAG, (F) phtalazines, (G) 

Z’’’’, (H) phénylquinazoline M25, (I) itraconazole, (J) MS-0022, (K) MK5710. D’après (Borzillo and 

Lippa, 2005; Brunton et al., 2008; Buttner et al., 2009; Castanedo et al., 2010; Dessole et al., 2009; 

Heretsch et al., 2010; Kaizerman et al., 2010; Lucas et al., 2010; Mahindroo et al., 2009; Malancona 

et al., 2011; Miller-Moslin et al., 2009; Peukert and Miller-Moslin, 2010; Strand et al., 2011). 
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sur les récepteurs Smo murin ou humain avec des affinités de l’ordre du nanomolaire. Le 

composé le plus puissant et biodisponible par voie orale est pourvu d’une activité inhibitrice 

sur un modèle murin de MB (Lucas et al., 2010). L’optimisation structurale de cette série de 

composé par la modification des phtalazines et pyridopyrazidines (Figure 16) a permis 

d’améliorer fortement le profil pharmacocinétique de ces molécules (Kaizerman et al., 2010). 

  Autres molécules : De nombreuses autres petites molécules de structures chimiques 

variées ont été rapportées comme étant de puissants inhibiteurs de la signalisation Hh in vitro 

comme le composé carboxamide Z’’’’, longtemps considéré comme un antagoniste de 

référence ; pour revue, (Borzillo and Lippa, 2005). Les laboratoires Novartis ont aussi 

proposé une collection de composés ortho-biphényl-carboxamide présentant des affinités de 

l’ordre du nanomolaire pour bloquer à la fois les récepteurs Smo humain et murin (Peukert et 

al., 2009). Les laboratoires Curis ont décrit une nouvelle famille de petites molécules 

antagonistes de la voie Hh de type phénylquinazoline urée dont le meilleur composé 

présente une affinité de 70 nM pour l’inhibition de l’activité du rapporteur Gli-luciférase 

(Figure 16; (Brunton et al., 2008). Par ailleurs, des molécules de type aryl-indazol-méthyl-

amide sont également de bons antagonistes de Smo (Dessole et al., 2009). Avec une affinité 

également de l’ordre du nanomolaire et leur capacité à réduire la croissance de MB dans des 

modèles murins, ces composés semblent également intéressants à des fins thérapeutiques.  

 Une des molécules les plus récemment publiées à ce jour associe une activité 

inhibitrice sur Smo et sur un régulateur en aval dans la cascade de signalisation. La structure 

du MS-0022 présente un noyau phényl-amide-phényl (Figure 16) commun à plusieurs 

antagonistes de Smo tels que GDC-0449, SANT-2 ou HhAntag. Ce composé bloque l’activité 

Gli-luciférase induite par Shh sur les cellules Shh-light2 avec une affinité de 100 nM, inhibe 

la liaison de la BC indiquant son interaction avec le récepteur Smo et empêche la 

translocation de Smo au cil primaire comme le font les composés GDC-0449 ou SANT-1. De 

plus, l’utilisation de cellules MEF Sufu
-/-

 a permis de montrer que, contrairement au GDC-

0449 ou à la cyclopamine, le composé peut également bloquer l’activité Gli-luciférase dans 

ces cellules suggérant un rôle en aval du régulateur négatif Sufu. Il inhibe la croissance de 

plusieurs lignées cellulaires tumorales in vitro et in vivo dans un modèle de xénogreffes dans 

lequel il réduit significativement l’expression de Gli1 dans les cellules stromales entourant la 

tumeur. Sa double activité sur Smo et une cible à identifier en aval du récepteur, en fait une 

molécule originale pour le traitement de cancers Hh-dépendants (Strand et al., 2011). 
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 Enfin, très récemment, les laboratoires Merck ont rapporté une nouvelle classe 

d’antagonistes de Smo, présentant un noyau pirazine. La molécule la plus puissante de cette 

série, MK-5710 (Figure 16), inhibe la signalisation Hh dans le test utilisant le rapporteur Gli-

luciférase avec une affinité de 17 nM (Malancona et al., 2011). Ce composé inhibe également 

la liaison de la BC sur le récepteur Smo humain avec une affinité de 13 nM. Chez le rat, le 

composé présente une forte biodisponibilité et une faible clairance. Il inhibe le développement 

de tumeurs dans un modèle d’allogreffes de MB chez la souris lorsqu’il est administré par 

voie orale à raison de 40 à 160 mg/kg/jour. Sa sélectivité a été analysée à la concentration de 

10 µM sur un panel de 150 enzymes et récepteurs (Kinzel et al., 2011)). 

 Molécules approuvées par la FDA : Le criblage d’une vaste banque de molécules 

approuvées par la FDA ou ayant atteint la phase 1 des essais cliniques, a permis de montrer 

que l’itraconazole, une petite molécule normalement utilisée comme antifongique et dont la 

structure comporte un noyau triazolé, est capable d’inhiber la signalisation Hh avec une CI50 

de 800 nM sur le test mettant en jeu le rapporteur Gli-luciférase (Kim et al., 2010c) ; Figure 

16). L’utilisation de cellules délétées pour le gène Ptc révèle que l’itraconazole agit en aval de 

Ptc. Le composé est connu pour être un inhibiteur d’une enzyme impliquée dans la 

biosynthèse du cholestérol. Des antifongiques de la même série chimique que l’itraconazole et 

possédant aussi cette activité inhibitrice de la biosynthèse du cholestérol se sont révélés 

incapables de bloquer la voie Hh. Cette observation a permis d’exclure que l’effet observé sur 

la signalisation Hh est la conséquence du blocage de la synthèse des stérols. La capacité du 

composé à bloquer l’activité de la voie Hh induite par la surexpression du récepteur Smo et 

son incapacité à inhiber une réponse induite par le mutant oncogénique SmoA1 suggèrent que 

la molécule se comporte comme un agoniste inverse. Comme le composé SANT-2, 

l’itraconazole empêche l’accumulation du récepteur Smo dans le cil primaire. Le composé 

réduit significativement le développement de BCC dans un modèle murin. L’ensemble de ces 

résultats suggère que ce composé mériterait d’être testé en clinique seul ou en association 

avec d’autres thérapies anticancéreuses chez des patients atteints de tumeurs Hh-dépendantes. 

 

2. Pharmacologie des autres composantes de la voie Hh 

 Bien que la première cible pour le développement de molécules régulatrices de la voie 

Hh ait été le récepteur Smo, d’autres études ont permis de développer des molécules bloquant 
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le ligand Shh lui-même, le récepteur Ptc ou bien les facteurs de transcription Gli. Cependant, 

à l’heure actuelle, l’étude de ces molécules est encore au stade préclinique ; pour revue, 

(Heretsch et al., 2010); Figures 12). 

 

  2.1. Cibles pharmacologiques en amont de Smo 

 Le blocage de la signalisation Hh en amont de Smo peut être obtenu par le blocage du 

ligand Shh. Un anticorps murin spécifiquement dirigé contre la protéine ShhN et appelé 5E1 

s’est très tôt révélé être un très bon outil pharmacologique (Ericson et al., 1996; Frank-

Kamenetsky et al., 2002). Cet anticorps présente, in vivo sur des modèles de tumeurs 

dépendant du ligand, une activité qui peut être comparée à celle induite par les antagonistes de 

Smo (Yauch et al., 2008). Des études biochimiques, biophysiques et une analyse 

cristallographique d’un anticorps chimère murin:humain 5E1 a révélé que l’anticorps se fixe 

au niveau d’un site pseudo-actif de Shh qui se superpose en partie avec le site de liaison de 

l’antagoniste naturel de Shh, la protéine Hhip (Maun et al., 2010). 

 Par ailleurs, une banque de 10 000 petites molécules naturelles ou synthétiques a été 

criblée en vue de détecter des molécules susceptibles d’interagir avec le ligand Shh. Un 

macrocycle, la Robotnikinin, a été identifié (Figure 17). Sa liaison au ligand Shh a d’abord 

été démontrée par mesure de la résonance des plasmons de surface. Cette molécule est 

capable de bloquer la signalisation Shh dans des lignées cellulaires, des cultures primaires de 

kératinocytes humains et un modèle synthétique de peau humaine. Son activité reste modérée 

mais elle ne présente aucune cytotoxicité dans les tests utilisés (Stanton et al., 2009). Dans 

cette série chimique, des molécules analogues ont été développées sans pour autant accroitre 

l’activité biologique qui demeure de l’ordre du micromolaire et limite pour le moment 

l’intérêt thérapeutique de cette famille de molécules (Peng et al., 2009). 

 Comme nous l’avons précédemment mentionné, la biosynthèse du cholestérol est 

intimement liée à la régulation de la voie Shh en raison de son rôle indispensable à différentes 

étapes clef de cette signalisation ; pour revue, (Eaton, 2008). C’est pourquoi les statines, de 

petites molécules inhibitrices de la réductase responsable de la conversion du 3-hydroxy-3-

methylglutaryl CoA en mévalonate (l’étape limitante de la biosynthèse du cholestérol), sont 

considérées comme des molécules susceptibles de réguler négativement la voie Hh en 

favorisant l’effet inhibiteur de Ptc sur Smo (Cooper et al., 2003). Par ailleurs, une molécule 
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Tableau 3 : Inhibiteurs de la signalisation Hedgehog développés en clinique.  

BCC : Basal cell carcinoma, SNBC : Syndrome névoide basocellulaire, CCR : cancer colorectal, 

GBM : Glioblastome multiforme, MB : médulloblastome, SCLC : Small cell lung cancer, LMC : 

Leucémie myéloide chronique. D’après (Low & de Sauvage, 2011 ; Ng & Curran, 2011) et 

ClinicalTrials.gov. 
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synthétique de structure dérivée d’une classe d’inhibiteurs des facteurs de transcription Gli 

décrite dans le paragraphe III.2.2 s’est révélée présenter des similitudes structurales et 

fonctionnelles avec un composé inhibiteur de l’enzyme Dhcr7 impliquée dans le 

développement du syndrome SLOS. En accord avec cette observation, la surexpression 

cellulaire de Dhcr7 réduit le niveau d’activation de la voie Hh de façon dépendante 

ouindépendante de Smo. De plus, il a été suggéré que les anti-psychotiques Clozapine, 

Halopéridol et Chlorpromazine ainsi que l’antidépresseur Imipramine capables de réguler le 

niveau d’expression de Dhcr7 pourraient, via ce mécanisme, être des modulateurs de la voie 

Hh in vitro et in vivo (Lauth et al., 2010). 

 Par ailleurs, une régulation de la signalisation Hh médiée par l’inhibition spécifique du 

récepteur Ptc a été montré grâce au développement d’un anticorps spécifiquement dirigé 

contre Ptc. L’incubation de lignées humaines de carcinomes pancréatiques avec cet anticorps 

a montré à la fois une réduction de l’expression des gènes cibles de la voie mesurée par RT-

PCR et une diminution de la prolifération des cellules. Si ces premiers résultats ont permis de 

proposer Ptc comme une nouvelle cible à envisager pour la régulation de la signalisation Hh, 

ils n’ont toutefois pas été confirmés depuis (Nakamura et al., 2007). 

 

 2.2. Cibles pharmacologiques en aval de Smo 

 Le développement de composés capables de réguler l’activité de protéines situées en 

aval de Smo dans la cascade de signalisation Hh pourrait être une alternative aux antagonistes 

de Smo dans le cas de tumeurs liées à des mutations des composantes de la voie en aval de 

Smo ou encore à des mutations de Smo résistantes aux antagonistes disponibles (Figures 12). 

 

  2.2.1. L’adénylate cyclase 

 D’origine végétale, la forskoline est un puissant activateur de l’adénylate cyclase qui 

induit une augmentation des taux d’AMPc capables d’activer la PKA, l’un des régulateurs 

négatif de la signalisation Hh (Fan et al., 1995; Hynes et al., 1995; Lipinski et al., 2006; 

Noveen et al., 1996); Figure 17). Etant donné le rôle majeur de l’adénylate cyclase dans de 

très nombreux processus physiologiques, l’utilisation in vivo de la forskoline en tant 

qu’inhibiteur spécifique de la signalisation Shh ne peut être envisagée. Cependant, cette 
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molécule reste utile dans la compréhension des mécanismes régulant la signalisation Hh in 

vitro. Une étude récente vient d’ailleurs de rapporter que la forskoline est capable de bloquer 

la prolifération de cellules issues de RMS humains in vitro et empêche aussi le 

développement de xénogreffes de RMS humains in vivo (Yamanaka et al., 2011); Figure 17). 

  2.2.2. Les facteurs de transcription Gli 

 Comme pour les inhibiteurs de Smo, de petites molécules de synthèse antagonistes des 

facteurs de transcription Gli ont été identifiées par HTS de banques de molécules (Figure 17). 

GANT58 et GANT61 présentent une CI50 d’environ 5 µM sur le test cellulaire mettant en jeu 

l’activation du rapporteur Gli-luciférase (Lauth et al., 2007). Ils agiraient au niveau nucléaire 

où ils inhiberaient les fonctions transcriptionnelles des Gli. GANT61 interfère notamment 

dans la liaison de Gli1 à l’ADN. Son administration sous-cutanée (25 mg/kg/jour pendant 18 

jours) dans un modèle murin de xénogreffes de cancer de la prostate induit une régression 

significative du volume tumoral accompagnée d’une diminution de la transcription du gène 

cible Ptc. GANT61 réduit également la croissance de lignées de cellules humaines de RMS 

par inhibition de la prolifération cellulaire et induction de l’apoptose (Kawabata et al., 2011; 

Tostar et al., 2010). Cependant, à l’heure actuelle, ces composés n’ont pas encore été testés en 

clinique. 

 Par ailleurs, 4 petites molécules (HPI1-4) ont été récemment identifiées par HTS 

ciblant les molécules agissant en aval de Smo (Figure 17). L’activité de ces composés reste 

faible puisque HPI1, le plus puissant, présente une CI50 de 1,5 µM. Ces composés n’inhibent 

pas la liaison de la BC et l’utilisation de constructions FLAG-Gli1 ou FLAG-Gli2 a permis de 

montrer qu’ils modulent la régulation, la stabilité, la localisation et la fonction des facteurs de 

transcription Gli. Cependant, leur mode d’action spécifique diffère. Ainsi, HPI1 régule les 

formes longues et activatrices de Gli1 et Gli2 suggérant qu’il agit indépendamment du cil 

primaire. En revanche, les HPI2 et HPI3 bloquent la conversion de la forme longue de Gli2 en 

sa forme activatrice. Enfin, HPI4 interfère avec la ciliogenèse et inhibe donc indirectement 

l’activation des facteurs de transcription Gli normalement exprimés dans cette structure 

(Hyman et al., 2009). Si les multiples modes d’action décrits pour ces 4 composés sont 

intéressants pour la compréhension de la signalisation, leur utilisation en clinique n’est pas 

pour le moment envisagée. 
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Figure 17 : Structures et affinités des principaux antagonistes de la voie Hedgehog dont 

la cible n’est pas le récepteur Smoothened.  

(A) Structure et affinité de la Robotnikinin, un antagoniste de synthèse du ligand Sonic Hedgehog. (B) 

Structures et affinités des principales molécules présentant une activité antagoniste sur les facteurs de 

transcription Gli (GANT58, 61 et HPI1-3) ou inhibant la formation du cil primaire (HPI-4). D’après 

(Heretsch et al., 2010; Peukert and Miller-Moslin, 2010). 
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  2.2.3. Cibles non identifiées 

 De nombreuses molécules naturelles ont été récemment identifiées comme des 

composés capables d’inhiber l’activité du facteur de transcription Gli1 ; pour revue (Mas & 

Ruiz i Altaba, 2010). Les physalines sont les plus actives, en particulier, la physaline F qui 

bloque l’activité de Gli1 avec une affinité de 0,66 µM (Figure 17(Hosoya et al., 2008; Rifai 

et al., 2011). Cependant, le test permettant de mesurer l’activité des composés sur l’activation 

transcriptionnelle de Gli n’est pas suffisant pour déterminer précisement le mode d’action de 

ces composés. Les physalines sont également cytotoxiques pour le développement de lignées 

de cellules cancéreuses du pancréas PANC1 qui surexpriment les acteurs de la voie Hh. 

 Les dérivés de l’arsenic induisent, au cours du développement embryonnaire, des 

anomalies comparables à celles générées par une signalisation Hh déficitaire (Machado et al., 

1999). Cette révélation a suscité la recherche d’un potentiel rôle régulateur de ces composés 

sur la voie Hh (Kim et al., 2010b). De manière intéressante, les dérivés de l’arsenic (arsenic 

trioxyde (ATO), arsénite sodium et oxyde phénylarsine) sont capables d’inhiber l’activité 

des facteurs de transcription Gli sur le test utilisant le rapporteur Gli-luciférase avec une CI50 

de 0,7 µM et notamment l’accumulation du facteur de transcription Gli2 dans le cil primaire. 

En accord avec ce résultat, ces composés bloquent l’activation de la voie induite par la forme 

constitutivement active du récepteur Smo ou par l’invalidation du régulateur négatif Sufu. De 

plus, ATO inhibe le développement de MB dans un modèle murin d’allogreffes dérivées 

d’animaux Ptc
+/-

p53
-/- 

(Kim et al., 2010b). Ces résultats ont été confirmés, dans une seconde 

étude qui propose l’existence d’une interaction directe entre ATO et le facteur de transcription 

Gli1 et montre qu’ATO abolit à la fois le développement de cellules issues de sarcomes 

humains dans un modèle de xénogreffes ainsi que celui de MB dans un modèle murin 

(Beauchamp et al., 2011). Si le mécanisme d’action des dérivés de l’arsenic sur la voie Hh 

mérite d’être clarifié, ils n’en demeurent pas moins une alternative à considérer pour le 

traitement des cancers Hh-dépendants ne répondant pas aux antagonistes de Smo. De plus, 

ATO a déjà été utilisé dans le traitement de leucémies promyélocytaires aigües (à ce jour, il a 

été inclus dans 92 études cliniques terminées ou encore en cours 

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=As2O3; (Soignet et al., 2001); pour revue, (Emadi 

and Gore, 2010). 

 La diversité des effets engendrés par ces petites molécules est intéressante puisqu’elle 

permet d’accroitre le nombre de cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement de 

http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=As2O3
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tumeurs Hh-dépendantes. Cependant, Smo demeure la cible privilégiée des molécules 

développées à l’heure actuelle comme le sont un grand nombre des protéines appartenant à la 

superfamille des récepteurs à 7 domaines TM. 
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IV. Présentation du sujet de thèse 

 A partir de ce contexte bibliographique et des avancées majeures de notre équipe 

concernant l’étude phamacologique du récepteur Smo ainsi que la compréhension des 

mécanismes de régulation de la voie signalisation Shh au sein du SNC de rongeur adulte, mon 

travail de thèse s’est articulé autour de 3 axes principaux : 

 1) La découverte de nouvelles séries chimiques de molécules régulatrices de la voie de 

signalisation Shh grâce au développement d’un modèle pharmacophorique des interactions de 

Smo avec des molécules précédemment identifiées comme capables de bloquer son activité. 

Ce travail a été réalisé en étroite collaboration avec deux équipes chimistes, respectivement 

dirigées par le Pr. M. Taddei (Université de Sienne, Italie) et le Dr. A. Mann (Université de 

Strasbourg) mais aussi avec un bioinformaticien, le Dr. F. Manetti (Université de Sienne, 

Italie). 

 2) L’amélioration des propriétés pharmacologiques des têtes de listes des nouvelles 

séries chimiques identifiées conduisant à une molécule de haute affinité, le MRT-83, obtenue 

à l’aide de l’étude des relations structure-activité menée en collaboration avec les équipes de 

chimistes. 

 3) La caractérisation du mécanisme d’action in vitro et in vivo du composé MRT-83. 

 L’objectif de ce projet est le développement de nouveaux outils pharmacologiques 

destinés à améliorer notre compréhension des mécanismes de régulation de la voie Shh. Il a 

fait appel à des approches multiples parmi lesquelles des cultures de lignées de cellules 

transfectées, des cultures primaires de neurones granulaires du cervelet isolés de ratons post-

nataux précoces, des tests biochimiques, des expériences d’incorporation de thymidine tritiée, 

mais aussi des techniques d’immunocytofluorescence permettant de déterminer l’affinité des 

composés pour Smo et de caractériser leurs effets sur le trafic subcellulaire du récepteur 

notamment son adressage au cil primaire. La caractérisation in vivo du composé MRT-83 sur 

la signalisation Shh a par ailleurs requis des techniques d’injections stéréotaxiques 

intracérébrales chez le rongeur, puis une analyse immunohistochimique. 
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Résumé de l’article Manetti et al, 2010, Mol. Pharmacol. 

 

 Le récepteur à 7 domaines TM Smo est l’un des éléments clef de la transduction 

intracellulaire des signaux associés à l’activation de la signalisation Hh. Des dérégulations 

dans le contrôle de cette voie de signalisation sont à l’origine de l’émergence d’un grand 

nombre de cancers atteignant le SNC, comme dans le cas des MB, mais aussi les tissus 

périphériques comme dans celui des BCC. Smo représente donc une cible thérapeutique 

intéressante ; pour revue, (Ng and Curran, 2011). Sa structure apparentée à celle des RCPG 

permet aisément d’envisager la régulation de ce récepteur par de petites molécules (Ayers and 

Therond, 2010). Comme nous l’avons précédemment mentionné au cours de l’introduction, 

des molécules antagonistes de Smo appartenant à différentes séries chimiques ont été 

identifiées. Parmi elles, seul un nombre restreint a atteint le stade des essais cliniques. Par 

ailleurs, certaines limitations à leur utilisation se sont progressivement révélées. Ainsi, 

l’antagoniste de référence, la cyclopamine, un alcaloïde naturel capable d’inhiber la 

signalisation Hh avec des affinités de l’ordre du micromolaire in vitro et utilisée in vivo sur 

des modèles d’allogreffes de tumeurs, a vu ses effets controversés (Berman et al., 2002; Chen 

et al., 2002a; Taipale et al., 2000). En effet, les fortes concentrations requises pour induire un 

effet antiprolifératif sur un large panel de lignées de cellules cancéreuses se sont avérées ne 

pas être en adéquation avec l’affinité du composé in vitro sur la voie Hh suggérant fortement 

que la molécule présente des effets non spécifiques (Yauch et al., 2008). Un autre antagoniste 

de Smo, la molécule de synthèse GDC-0449, testée en clinique dans des cas de BCC ou de 

MB (Rudin et al., 2009; Von Hoff et al., 2009) a rapidement montré son efficacité clinique. 

Cependant, après avoir entrainé une régression rapide des métastases chez un patient atteint 

de MB, le GDC-0449 a conduit à l’apparition d’une résistance aboutissant à une rechute fatale 

(Yauch et al., 2009). 

 Dans ce contexte, le développement de nouvelles  molécules de structures chimiques 

différentes est nécessaire afin de pouvoir envisager l’utilisation de nouveaux composés en 

clinique, mais aussi de clarifier la physiopathologie des tumeurs associées à la dérégulation de 

la signalisation Hh. En collaboration avec un bioinformaticien, nous avons tout d’abord 

généré et validé un modèle pharmacophorique des antagonistes connus de Smo. Un tel 

modèle n’avait encore jamais été proposé. Il a permis le criblage virtuel d’une banque de plus 
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de 400 000 molécules dont 20 ont été finalement sélectionnées. Ce modèle repose sur les 

structures de plusieurs antagonistes de référence dont la cyclopamine, le Cur61414 et le Z’’’’ 

sélectionnés pour leur affinité pour Smo et leur diversité structurale.  

 Les données pharmacologiques pour ces différentes molécules n’étant pas toujours 

concordantes dans la littérature, nous avons analysé leur activité inhibitrice dans plusieurs 

tests cellulaires où l’état d’activation de la signalisation Hh peut être déterminé. Deux tests 

cellulaires ont été principalement utilisés. Le premier repose sur la mesure de l’activité d’un 

gène rapporteur luciférase placé sous le contrôle du promoteur Gli dans la lignée cellulaire 

murine NIH3T3. La capacité des molécules antagonistes à inhiber l’activation du gène 

rapporteur préalablement induite par la forme myristoilée de la protéine ShhN a été mesurée 

et a conduit à des affinités de 0,3 ; 0,14 et 0,09 µM respectivement pour la cyclopamine, le 

Cur61414 et le Z’’’’. Le second test repose sur la détermination de la différenciation des 

cellules murines mésenchymateuses C3H10T1/2 en ostéoblastes. Cette réponse faisant 

intervenir l’activation de la voie Hh, est mesurée par le niveau d’activité de l’enzyme 

phosphatase alcaline dans les cellules. Dans ce test, la cyclopamine, le Cur61414 et le Z’’’ 

inhibent la différenciation induite par 0,1 µM de l’agoniste synthétique SAG avec des CI50 

respectivement de 0,6 ; 0,3 ; 0,03 µM. 

 Le modèle pharmacophorique que nous avons développé pour ces molécules est 

constitué de 3 groupements accepteurs d’hydrogène et de 3 régions hydrophobes. Les 

antagonistes de référence s’adaptent à ce modèle. Le criblage virtuel de la banque de 

molécules commercialisée par la société Asinex à l’aide de ce modèle pharmacophorique a 

permis d’identifier 525 composés dont la structure comprenait les 6 régions essentielles du 

pharmacophore. Après l’inspection visuelle de ces composés et la prise en compte de leurs 

propriétés physico-chimiques, 20 ont été finalement retenus et testés dans les 2 tests 

cellulaires décrits ci-dessus. L’acylthiourée MRT-10 présentant une affinité similaire à celle 

de la cyclopamine (CI50 : 0,3 et 0,6 µM respectivement sur les tests d’activation du rapporteur 

Gli-luciférase et de différenciation ostéoblastique) a finalement été sélectionné comme tête de 

file d’une nouvelle série chimique d’antagonistes de Smo. 

 La capacité du MRT-10 à moduler le couplage du récepteur Smo à la sous-unité α de 

la protéine G15 dans des cellules HEK293 indique que ce composé, comme les composés de 

référence Cur61414, cyclopamine ou Z’’’’, est capable de bloquer l’activité constitutive du 

récepteur Smo de souris. De plus, la liaison de MRT-10 à ce récepteur est démontrée par la 
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capacité de MRT-10 à déplacer le ligand fluorescent BODIPY-cyclopamine fixé au récepteur 

Smo murin surexprimé dans des cellules HEK293. Le composé MRT-10 inhibe la liaison du 

ligand fluorescent de manière dose-dépendante avec une CI50 de 0,5 µM, une valeur corrélée 

avec les valeurs précédemment obtenues dans les 2 tests cellulaires classiquement utilisés. 

 La synthèse de l’acylurée correspondant au MRT-10, le MRT-14, nous a permis 

d’améliorer l’affinité du composé. En effet, MRT-14 présente une affinité 4 fois supérieure à 

celle de l’acylthiourée MRT-10 avec une CI50 de 0,16 µM dans le test utilisant le rapporteur 

Gli-luciférase. Des valeurs comparables sont aussi déterminées dans les tests reposant sur la 

différenciation des cellules C3H10T1/2, le couplage de la protéine Gα15 ou la liaison du 

ligand fluorescent BODIPY-cyclopamine. MRT-14 est un antagoniste de Smo aussi puissant 

que le composé Cur61414 puisque les CI50 capables d’inhiber la liaison de la BODIPY-

cyclopamine sur le récepteur Smo murin sont respectivement de 0,08 et 0,12 µM pour le 

Cur61414 et le MRT-14. Nous montrons également que les molécules MRT-10 et MRT-14 

s’adaptent parfaitement au modèle pharmacophorique, ce qui permet la validation de ce 

modèle. 

 Par ailleurs, nous avons procédé à un second criblage ciblé visant à déterminer 

d’autres molécules présentant le groupement phénylthiourée présent sur le MRT-10. Parmi les 

30 composés isolés de ce second criblage, 5 nouveaux composés ont été identifiés capables 

d’inhiber l’activation de la voie Hh sur les tests Gli-luciférase et de différenciation 

ostéoblastique avec des affinités de l’ordre du micromolaire. Cependant, ces molécules ne se 

sont pas révélées plus puissantes que MRT-14. 

 L’ensemble de ces résultats démontre que le criblage virtuel de banques de molécules 

à l’aide d’un modèle pharmacophorique est une approche appropriée à la découverte de 

nouvelles familles de petites molécules capables de moduler l’activité du récepteur Smo. Elle 

pourrait tout à fait s’adapter à l’identification de molécules agonistes du récepteur et s’étendre 

à d’autres RCPG. Les deux composés MRT-10 et MRT-14 semblent être de bons candidats 

pour la caractérisation pharmacologique de la voie Hh. Leurs affinités comparables à celles 

des antagonistes de référence cyclopamine et Cur61414 suggèrent que ces composés ou leurs 

dérivés sont potentiellement intéressants à des fins thérapeutiques. 
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Résumé de l’article Roudaut et al, 2011, Mol. Pharmacol. 

 

 La voie de signalisation Hh est primordiale au cours du développement embryonnaire 

et notamment impliquée dans le maintien et la réparation des tissus chez l’adulte ; pour revue, 

(Traiffort et al., 2010). La transmission des signaux Hh repose sur la fixation de Hh au 

récepteur à 12 domaines TM Ptc, levant l’inhibition exercée par Ptc sur le récepteur à 7 

domaines TM Smo. L’activation de Smo déclenche une cascade de signalisation 

intracellulaire complexe impliquant les facteurs de transcription Gli et aboutissant à la 

transcription des gènes cibles de la voie ; pour revue, (Dessaud et al., 2008). Chez les 

mammifères, cette cascade de signalisation a lieu dans une structure particulière de la cellule, 

le cil primaire. En l’absence de son ligand, Ptc est exprimé dans le cil primaire, tandis que 

Smo est retenu dans le cytoplasme de la cellule. L’activation de la voie induit la sortie de Ptc 

et l’entrée de Smo dans le cil ; pour revue, (Goetz and Anderson, 2010). L’utilisation d’outils 

pharmacologiques a permis de montrer que l’activation du récepteur Smo dans le cil primaire 

nécessite deux étapes successives : la translocation du récepteur, puis son activation 

proprement dite (Rohatgi et al., 2009). 

 La signalisation Hh est associée au développement de nombreuses tumeurs lorsqu’elle 

est dérégulée suite à des mutations affectant les composantes de la voie (cas des MB ou des 

BCC) ou à sa réactivation aberrante dans les tissus périphériques dont elle contrôle 

normalement l’homéostasie ; pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009). C’est pourquoi de 

nombreuses équipes se sont focalisées sur le développement et la caractérisation 

d’antagonistes de la voie et en particulier du récepteur Smo. Cependant, comme il a été 

précédemment mentionné, le traitement de tumeurs par des antagonistes de Smo a présenté 

quelques limitations. Comme pour le composé GDC-0449, l’apparition de résistance a 

également été décrite pour un autre antagoniste de Smo actuellement testé en clinique, le 

composé LDE-225. Le traitement d’allogreffes de MB dans un modèle murin par cet 

antagoniste, a permis d’identifier des résistances liées à des mutations ponctuelles sur le 

récepteur Smo ou à une amplification chromosomique de Gli2 (Buonamici et al., ; Pan S, 

2010); pour revue, (Heretsch et al., 2010). Par ailleurs, le cil primaire pourrait également 

jouer un rôle dans le développement de tumeurs tels que les MB ou les BCC, bien qu’à 

l’heure actuelle, des zones d’ombre persistent sur le rôle de l’adressage du récepteur Smo au 

cil primaire dans ces cancers (Han et al., 2009; Wong et al., 2009). 
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 Afin d’identifier des molécules issues des nouvelles séries chimiques identifiées, mais 

plus puissantes que MRT-10 et MRT-14, nous avons réalisé des études de relations structure-

activité. L’optimisation de la structure des composés MRT-10 et MRT-14 (Manetti et al., 

2010) a conduit à la découverte d’une nouvelle famille de composés, des acylguanidines à 

laquelle le composé MRT-83 appartient. L’investigation de ses propriétés pharmacologiques 

sur les tests cellulaires classiques a très vite révélé que MRT-83 est un puissant antagoniste de 

la voie Hh présentant une affinité 20 à 60 fois supérieure à celle de la cyclopamine dans les 

tests reposant sur l’activation du gène rapporteur Gli-luciférase ou la différenciation des 

cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 en ostéoblastes. De plus, MRT-83 possède un effet 

anti-prolifératif très important puisqu’il inhibe l’incorporation de thymidine tritiée dans les 

précurseurs des cellules granulaires du cervelet de ratons proliférant sous l’action de la 

protéine recombinante ShhN (3 nM) ou de l’agoniste de synthèse SAG (0,01 µM). Dans les 

deux cas, MRT-83 présente une CI50 proche de 3 nM. De manière intéressante, l’utilisation 

d’une concentration de SAG 10 fois supérieure (0,1 µM) induit un décalage vers la droite de 

la courbe d’inhibition par MRT-83, démontrant l’existence d’un antagonisme compétitif. Afin 

de s’assurer que l’effet inhibiteur du composé MRT-83 est la conséquence de sa fixation sur 

Smo, nous avons déterminé sa capacité à inhiber la liaison du dérivé fluorescent de la 

cyclopamine, la BODIPY-cyclopamine dont la liaison à l’heptahélice du récepteur Smo a 

préalablement été montrée (Chen et al., 2002a). MRT-83 est capable d’inhiber cette liaison 

avec des affinités de 5 ou 15 nM respectivement sur les récepteurs Smo humain ou murin. 

MRT-83 est donc un puissant antagoniste du récepteur Smo.  

 En raison de l’homologie du récepteur Smo aux récepteurs Fz, nous avons analysé la 

capacité de MRT-83 à inhiber une réponse liée à l’activation de ces récepteurs impliqués dans 

la signalisation Wnt. Contrairement à IWR1, un antagoniste de référence de la voie Wnt, 

MRT-83 n’a pas d’activité inhibitrice sur la voie Wnt indiquant la spécificité de MRT-83. 

 Comme nous l’avons mentionné ci-dessus, les antagonistes de Smo peuvent être 

classés en fonction de leur capacité à induire ou non la translocation de Smo au cil primaire. 

Nous avons utilisé les lignées de cellules murines C3H10T1/2 et humaines NT2, issues de 

tératocarcinomes, afin d’analyser comment MRT-83 régule l’adressage du récepteur 

endogène au cil primaire. Nous montrons que, comme d’autres antagonistes de référence tels 

que le GDC-0449, mais contrairement à la cyclopamine, MRT-83 bloque la translocation du 

récepteur induite par l’agoniste SAG dans le cil primaire.  
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 Par ailleurs, nous avons caractérisé l’activité de MRT-83 in vivo en l’injectant par voie 

intracérébroventriculaire dans le cerveau de souris adulte. MRT-83 est capable de bloquer 

dans la ZSV (l’une des principales aires neurogéniques chez l’adulte) la transcription du gène 

cible Ptc induite par la protéine recombinante ShhN. En comparaison, MRT-36, une molécule 

apparentée à MRT-83 mais dépourvue d’activité sur la voie Hh in vitro, ne bloque pas 

l’induction transcriptionnelle de Ptc induite par ShhN. MRT-83 ne modifie pas le niveau 

d’expression des transcrits de Ptc dans une autre aire cérébrale, le septum médian suggérant 

donc que l’effet de la drogue reste localisé au site d’injection. Enfin, MRT-83 s’adapte 

également très bien au modèle pharmacophorique initialement établi pour le criblage virtuel 

d’antagonistes de Smo (Manetti et al., 2010). 

 L’ensemble de ces résultats a conduit à la découverte et à la caractérisation d’une 

nouvelle famille d’acylguanidines antagonistes de Smo, à laquelle le composé MRT-83 

appartient. Cette molécule présente une très haute affinité pour le récepteur Smo, comparable 

à celle des meilleurs antagonistes de Smo connus à ce jour. Sa spécificité d’action au sein de 

la classe des récepteurs à 7 domaines TM à laquelle Smo appartient, son effet in vivo, son 

affinité pour le récepteur humain et sa capacité à moduler l’adressage de Smo au cil font du 

MRT-83, un excellent antagoniste dont l’utilisation permettra de mieux comprendre les 

mécanismes de régulation de la voie Hh. 
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Résumé de l’article Solinas et al, 2011, en préparation. 

 

 La structure tridimensionnelle du récepteur Smo n’étant pas disponible, la stratégie que 

nous avons choisie pour le développement de nouveaux ligands de ce récepteur est le criblage 

virtuel de banques de molécules après génération d’un modèle pharmacophorique, puis 

l’optimisation des molécules identifiées grâce à des études de relations structure-activité. Les 

deux premiers articles dérivés de ce travail décrivent les têtes de listes des molécules appartenant 

à 3 séries chimiques : acylthiourée (MRT-10), acylurée (MRT-14) et acylguanidine (MRT-83). 

Ce troisième article est focalisé sur l’optimisation des molécules dérivées des acylthiourées et 

acylurées afin d’accroitre leur affinité sur le récepteur Smo. La conversion de la fonction 

acylthiourée en acylurée correspondante a permis d’augmenter l’affinité d’un facteur 6. Par 

ailleurs, l’utilisation de dérivés acylurées vient d’être rapportée comme inhibiteurs de l’enzyme 

glycogène phosphorylase humaine et de l’autophosphorylation du PDGF, mais aussi comme 

activateurs de glucokinases (Furuta et al., 2006 ; Haynes et al., 2010; Klabunde et al., 2005 ). 

Les composés MRT-10 et MRT-14 sont donc des molécules de structure intéressante à partir 

desquelles nous avons réalisé une étude structure-activité afin d’améliorer les propriétés 

pharmacologiques des composés initiaux vis-à-vis de la voie Hh. 

 Ainsi, nous avons synthétisé des séries de composés dérivés de deux familles chimiques 

possèdant une fonction thiourée ou urée. Les composés ont été testés in vitro sur le modèle basé 

sur la mesure de l’activité du rapporteur Gli-luciférase induite par le ligand Shh. Un dérivé 

acylthiourée, le composé 60 présentant un groupement méthyl sur le cycle aromatique central et 

un groupement phényl sur sa partie droite, possède une affinité plus de 10 fois supérieure à celle 

du MRT-10 (CI50 : 0,041 µM). Les relations structure-activité que nous avons établies 

conduisent aux conclusions suivantes : l’intégrité du triethoxybenzoyl situé sur la partie gauche 

de la molécule est importante, de même que la présence d’un méthyl sur le cycle aromatique 

central et celle d’un biphényl sur la partie droite de la molécule. La conversion de la fonction 

thiourée du composé 60 en urée dans le composé 71 induit de nouveau un gain d’affinité avec 

une valeur de CI50 de 13 nM déterminée dans le test utilisant le rapporteur Gli-luciférase et 

proche de celle du composé GDC-0449 testé en clinique (CI50 ≈ 10 nM). Les affinités des 

composés 60 et 71 ont ensuite été déterminées dans les autres tests cellulaires disponibles in vitro 

et les valeurs obtenues ont été comparées à celles précédemment déterminées pour MRT-10, 
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MRT-14, cyclopamine, Cur61414 et GDC-0449. Les composés 60 et 71 inhibent la 

différenciation ostéoblastique des cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 induite par l’agoniste 

SAG avec des CI50 respectives de 6 et 9 nM. Ils bloquent la prolifération des précurseurs des 

cellules granulaires du cervelet de raton induite par 3 nM de la protéine recombinante ShhN avec 

des affinités 20 à 60 fois supérieures à celles des composés MRT-10, MRT-14, cyclopamine ou 

Cur61414. Enfin, ils inhibent la liaison de la BODIPY-cyclopamine ((Chen et al., 2002a) au 

récepteur Smo humain de manière dose-dépendante et avec des affinités respectives de 63 et 24 

nM.  

 L’ensemble de ces résultats rapporte donc la synthèse et la caractérisation de nouvelles 

séries de molécules à fonction acylurée et acylthiourée. Plusieurs composés sont de puissants 

antagonistes de la signalisation Hh, interagissant avec le récepteur Smo et dont la forte affinité 

pour le récepteur humain suggère qu’ils puissent servir d’outils originaux pour l’analyse 

pharmacologique de la voie Hh et constituer de potentielles molécules antitumorales. 
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DISCUSSION 

 

 Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont permis le développement d’un modèle 

pharmacophorique des antagonistes du récepteur Smo, un outil remarquable pour 

l’identification de nouvelles familles de petites molécules de structures originales et ayant 

pour cible ce récepteur. Plusieurs composés de hautes affinités ont été identifiés et 

caractérisés, ce qui offre de nouvelles perspectives pour l’étude pharmacologique de la voie 

Hh et en particulier l’analyse fine de la régulation du récepteur Smo. La discussion de ces 

résultats s’articulera autour de 3 axes principaux : 1) L’apport du modèle pharmacophorique 

et de l’approche par criblage virtuel de banques de molécules pour l’identification de ligands 

originaux de Smo ; 2) L’originalité structurale de la famille des composés MRT; 3) L’intérêt 

thérapeutique potentiel et l’apport du développement de nouvelles molécules antagonistes de 

Smo, comme outils pharmacologiques utiles à la compréhension des mécanismes de 

régulation de la voie Hh, en particulier au niveau du cil primaire. 

 

I. Modèle pharmacophorique et criblage virtuel : une approche novatrice 

pour la recherche d’antagonistes de Smo 

 Des études cristallographiques et de modélisation moléculaire combinées à de la 

mutagenèse dirigée ont montré que la région comprenant les 7 domaines TM des RCPG est 

souvent un site de liaison des petites molécules agonistes, antagonistes ou des modulateurs 

allostériques de ces récepteurs ; pour revues, (Congreve and Marshall, 2010; Rosenbaum et 

al., 2009). C’est le cas pour Smo au niveau duquel la molécule agoniste SAG ou le composé 

agoniste inverse, cyclopamine, interagissent au niveau de l’heptahélice TM (Chen et al., 

2002a; Chen et al., 2002b). Cependant, à l’heure actuelle et depuis la cristallisation du 

récepteur à la rhodopsine (Palczewski et al., 2000), seules les cristallisations de 5 autres 

membres de la famille des RCPG (les récepteurs adrénergiques ß1 et ß2, le récepteur 

adénosine A2a et plus récemment le CXCR4 et le récepteur dopaminergique de type 3) ont pu 

être réalisées ; pour revue, (Rosenbaum et al., 2009). De plus, contrairement à ce que l’on 

observe pour les ligands d’autres familles de protéines, peu de nouveaux ligands des 

récepteurs à 7 domaines TM dérivent de la modélisation par homologie du site putatif de 

fixation des ligands. Dans le cas précis du récepteur Smo, bien que la structure 
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tridimensionnelle du récepteur ne soit pas encore connue, de récents travaux ont permis 

l’expression hétérologue de la conformation native du récepteur Smo humain dans des 

cellules de levures. Cette étude va considérablement faciliter la cristallisation du récepteur. 

Cependant, à l’heure actuelle, c’est par HTS de larges banques de molécules que de petites 

molécules régulatrices sont identifiées (Nehme et al., 2010). 

 

1. Le criblage à haut débit, avantages et inconvénients 

 Le HTS est une technique largement employée par l’industrie pharmaceutique 

permettant d’isoler de petites molécules potentiellement actives pour réguler un RCPG. 

Cependant, cette technique présente un certain nombre de limites. Elle consiste à tester à 

l’aide d’un test cellulaire relativement simple, l’efficacité de composés issus de banques de 

molécules. Dans le cas du récepteur Smo, le test basé sur la mesure de l’activité du rapporteur 

Gli-luciférase est le plus souvent utilisé. Cette approche est onéreuse puisqu’elle requiert un 

matériel automatisé et n’est donc pas à la portée de tous les laboratoires académiques (Figure 

18). De plus, même si l’utilisation du gène rapporteur permet de sélectionner des composés 

ayant vraisemblablement un effet spécifique sur le mécanisme cellulaire en jeu ou la voie de 

signalisation testée, il est nécessaire de confirmer les résultats de ce premier criblage à l’aide 

d’un second test afin d’éliminer un certain nombre de faux-positifs ; pour revue, (Thorne et 

al., 2010). 

 Alternativement, il est possible d’employer des tests multiparamétriques basés sur des 

analyses d’images (à l’aide de marqueurs immunofluorescents), mais ces criblages sont plus 

couteux encore et consomment beaucoup de temps. Il est aussi envisageable de cribler les 

molécules à l’échelle d’un organisme entier comme l’ont fait Tang et collaborateurs pour 

l’identification des antagonistes de Smo SANT-74 et SANT-75 sur l’embryon de poisson-

zèbre. Le principal inconvénient de cette méthode est de nécessiter des quantités de composés 

très importantes (Yang et al., 2009); pour revue, (Zhu et al., 2010). 

 

2. Modèle pharmacophorique de Smo et criblage virtuel 

 L’alternative au HTS est l’utilisation de modèles pharmacophoriques suivie du 

criblage virtuel de banques de molécules ; pour revues, (Chang et al., 2006; Congreve and 
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Marshall, 2010; McInnes, 2007). La notion de pharmacophore est apparue dans les années 

1900 grâce à P. Ehrlich qui faisait référence à « une structure moléculaire qui porte les 

principales caractéristiques responsables de l’activité biologique d’un médicament ». La 

découverte progressive de la structure tridimensionnelle des molécules a permis d’inclure 

dans ce concept l’arrangement spatial des différents éléments constituant le pharmacophore. 

Les modèles pharmacophoriques prennent notamment en compte les groupements 

donneurs/accepteurs de liaisons hydrogènes, les régions hydrophobes, les charges 

positives/négatives. Le modèle pharmacophorique peut dériver soit du site de liaison du 

récepteur (méthode directe) lorsque celui-ci est connu ou a été modélisé en 3 dimensions, soit 

d’un ensemble de ligands actifs (méthode indirecte). Le modèle pharmacophorique généré est 

ensuite utilisé pour cribler virtuellement de larges banques de molécules nécessitant le 

développement d’algorithmes sophistiqués ou bien pour mettre en place une approche FBDD 

(FBDD pour Fragment-based drug discovery) qui crible spécifiquement de très petites 

molécules ou « fragments » efficaces qui seront ensuite allongées ou rattachées les unes aux 

autres pour augmenter leur efficacité sur la cible (de Kloe et al., 2009). L’un des avantages 

majeurs de l’approche associant le modèle pharmacophorique et le criblage virtuel comparé à 

l’HTS classique est d’éliminer rapidement, les molécules ne présentant pas les 

caractéristiques identifiées comme essentielles pour leurs liaisons au récepteur cible. 

L’analyse computationnelle élaborée permet un filtrage extensif des banques de composés 

permettant d’aboutir rapidement et à moindre coût à une sélection précise de molécules 

potentiellement intéressantes c'est-à-dire présentant les meilleures affinités et possédant les 

motifs structuraux répondant le mieux aux contraintes fonctionnelles et spatiales imposées par 

le modèle (Figure 18 ; pour revue, (McInnes, 2007). Jusqu’à présent, dans le cas des RCPG, 

le criblage virtuel s’avérait être une méthode délicate en raison du peu d’informations 

concernant la structure tridimensionnelle des récepteurs et de leur importante flexibilité. 

Cependant, la connaissance des structures des RCPG cristallisés a permis de créer des 

modèles par homologie pour des récepteurs de structures voisines. Ces derniers modèles ont 

été utilisés notamment pour cribler virtuellement des banques de molécules antagonistes des 

récepteurs mGluR5 (récepteur métabotropique glutamatergique de sous-type 5, (Radestock et 

al., 2008) ou des récepteurs TRH1-2 (TRH pour thyrotropin-releasing hormone receptor, 

(Engel et al., 2008). 
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Figure 18 : Schémas des deux principales approches de criblages de molécules.  

(A) Principe du criblage à haut débit. Les flèches vertes indiquent les composés qui peuvent progresser 

à l’étape suivante du criblage, tandis que les flèches rouges représentent les molécules exclues des 

tests suivants. Les chiffres indiqués sont arbitraires. (B) Principe du criblage virtuel. Il peut être 

subdivisé en 4 étapes. Elles se distinguent par leur niveau de complexité et sont considérées comme 

des entrées. Le premier filtre dit « monodimensionnel » est constitué de critères tels que le poids 

moléculaire, la lipophilicité ou l’instabilité métabolique potentielle. Le second filtre dit 

« bidimensionnel » consiste en l’analyse topologique des composés en comparaison avec la structure 

de ligands connus de la cible. Le troisième filtre est l’analyse de l’ajustement effectif de la molécule 

au modèle pharmacophorique. Enfin, le ligand sélectionné est virtuellement positionné au niveau du 

site de liaison de la cible. Les paramètres de flexibilité/rigidité des interactions établies donnent un 

score qui reflète le niveau de complémentarité entre le site de liaison putatif et la molécule. Le dégradé 

bleu de la librairie représente le degré de spécificité des composés. Adapté de (Bleicher et al., 2003; 

Lipinski and Bushman, 2010). 

A 

B 

A 
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 Dans le cas du récepteur Smo, l’approche par criblage virtuel basé sur le 

développement d’un modèle pharmacophorique s’avère tout à fait appropriée et nous l’avons 

validée. Le modèle que nous avons développé au cours de ce projet de thèse a été obtenu par 

la méthode dite indirecte en utilisant des antagonistes de Smo de structures variées et de haute 

affinité pour le récepteur Smo. Il a permis l’identification de 3 accepteurs de liaisons 

hydrogènes et de 3 régions hydrophobes requis pour l’interaction des molécules au récepteur 

Smo. Il est donc désormais possible d’envisager l’utilisation d’un modèle pharmacophorique 

comparable pour l’identification de molécules agonistes du récepteur Smo. 

 Un autre avantage majeur de cette approche est qu’elle permet de tenir compte de la 

flexibilité de la structure des récepteurs ; pour revue, (McInnes, 2007). Si la structure 

tridimensionnelle de Smo n’est pas connue, des études basées sur la technique du FRET ont 

permis de proposer que le récepteur Smo possède une structure particulièrement flexible. 

D’abord, le rapprochement des extrémités N-terminales de deux molécules Smo a été montré 

comme responsable de son activité constitutive en induisant sa dimérisation. De plus, lorsque 

le récepteur est dans sa conformation inactive, son domaine C-terminal est proche de la 

boucle intracytoplasmique L3. La levée d’inhibition que Ptc exerce sur Smo provoque un 

changement conformationnel de Smo conduisant à l’éloignement du domaine C-terminal et de 

la boucle L3 et au rapprochement des extrémités C-terminales de chaque molécule du dimère 

(Zhao et al., 2007). L’analyse précise des différents états d’activation du récepteur Smo par 

mesure de FRET est donc une approche à envisager et l’utilisation des composés MRT pour 

ces études serait tout à fait adaptée grâce à leur haute affinité pour les formes endogènes des 

récepteurs Smo humains et murins. 

 

II. Découverte de nouvelles familles de composés  

1. Structures originales des composés MRT 

 Le développement d’un modèle pharmacophorique de Smo afin de cribler 

virtuellement une banque de plus de 400 000 composés nous a tout d’abord, permis d’isoler 

une acylthiourée, MRT-10. La transformation du groupement thiourée du composé en un 

groupement urée a conduit au dérivé acylurée, MRT-14. Cette modification est à l’origine 

d’une augmentation de l’affinité du composé pour le récepteur qui le rend aussi efficace que 

l’antagoniste de référence, la cyclopamine. L’optimisation de la structure des composés MRT-
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10 et MRT-14 a abouti à la synthèse du composé acylguanidine MRT-83, qui est aussi 

puissant que l’antagoniste GDC-0449. En raison des affinités obtenues pour MRT-10 et 

MRT-14 sur le récepteur Smo, nous avons mené des études de relations structure-activité afin 

d’identifier de nouvelles molécules acylthiourée et acylurée inhibant l’activité du récepteur 

Smo à haute affinité. Ces molécules sont respectivement les composés MRT-60 et MRT-71 

décrits dans notre prochain article. Des acylurées et acylthiourées ont précédemment été 

décrites dans la littérature et certaines molécules ont été utilisées à des fins thérapeutiques 

notamment dans le traitement de tumeurs solides (Hallur et al., 2006 ; Okada et al., 1991). 

Les composés acylurées ont également été identifiés comme de puissants inhibiteurs de 

l’enzyme hépatique glycogène phosphorylase humaine (Klabunde et al., 2005), de 

l’autophosphorylation du récepteur au PDGF (Furuta et al., 2006) et des activateurs de 

l’enzyme glucokinase (Haynes et al., 2010). Durant l’écriture de ce manuscrit de thèse, une 

série de dérivés ayant une fonction urée, issus d’un HTS, viennent d’être décrits comme de 

nouveaux antagonistes de Smo. Les composés présentent des affinités de l’ordre du 

nanomolaire pour inhiber l’activité de la voie Shh et une faible clairance chez le chien et le rat 

suggérant qu’ils pourraient aussi être de nouveaux outils adaptés à l’étude de la signalisation 

Hh (Ontoria et al., 2011). 

 L’utilisation en médecine de composés à fonction guanidine est fréquente pour leurs 

propriétés inhibitrices de l’échangeur Na
+
/H

+
 ou pour leur effet anticoagulant. Des molécules 

à fonction guanidine ont été préalablement caractérisées comme une classe de ligands très 

actifs sur le RCPG liant le neuropeptide Y (Schneider et al., 2007) ainsi que sur les récepteurs 

histaminergiques ; pour revue, (Saczewski and Balewski, 2009). Si les premiers agonistes du 

récepteur H2 de l’histamine possédant une fonction guanidine présentaient une mauvaise 

pénétration dans le SNC et une très faible biodisponibilité, la synthèse d’une nouvelle série de 

bioesters dérivés des guanidines a récemment conduit à la découverte de composés présentant 

une amélioration de leurs propriétés pharmacocinétiques sur le récepteur H2. Certains de ces 

composés sont également de puissants antagonistes ou agonistes partiels des récepteurs 

histaminergiques H1 et H3 humains. Un effet agoniste partiel sur le récepteur H4 humain a 

également été rapporté pour certaines molécules possédant un groupement guanidine (Ghorai 

et al., 2008). 
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2. Les composés MRT au sein des autres antagonistes de Smo 

 2.1. Au niveau de leur structure et de leurs sites de liaison sur Smo 

 Si les 3 séries chimiques que nous venons de caractériser comme antagonistes de Smo 

demeurent originales et ont pour cette raison, été brevetées par le CNRS, il est cependant 

intéressant de noter une ressemblance structurale avec l’un des premiers antagonistes de 

synthèse développé pour Smo, le composé SANT-2. La partie gauche de nos séries de 

molécules est en effet semblable à celle de SANT-2. Le groupe triméthoxy phényl est un 

élément majeur du pharmacophore puisque l’atome d’oxygène d’un des groupes méthoxy se 

superpose à l’un des 3 groupes accepteurs d’hydrogène du modèle et le phényl correspond à 

l’une des 3 régions hydrophobes. Grâce à des études de relations structure-activité, nous 

avons montré que si la conversion des groupements méthoxy en groupements éthoxy (comme 

sur le SANT-2) sur le phényl modifie peu les propriétés biologiques des molécules (composés 

20, 21, 24 ; Tableau 4), la perte d’un groupement en position méta est, quant à elle, 

dramatique pour l’activité du composé (composés 19, 23, 26 ; Tableau 4). Cependant, les 

données actuelles ne nous permettent pas d’apporter d’autres conclusions sur l’identité précise 

des sites de liaison de SANT-2 et de nos molécules sur Smo. 

 Un certain nombre de travaux ont permis de suggérer l’existence de plusieurs sites de 

liaison des ligands sur Smo. Ainsi, l’utilisation des composés radiomarqués [
3
H]-SAG-1.3 et 

[
3
H]cyclopamine a montré que le composé SANT-1 ne déplace pas complètement la liaison 

du [
3
H]-SAG-1.3 contrairement à SANT-2, alors qu’ils sont tous deux capables d’inhiber 

complètement une réponse cellulaire induite par l’agoniste de Smo, SAG-1.3 (Rominger et 

al., 2009). De plus, il avait été précédemment montré que les composés SANT1-4 sont tous 

capables de bloquer la liaison du ligand BODIPY-cyclopamine sur le récepteur Smo murin, 

mais SANT-1 et SANT-3 n’inhibent pas complètement cette liaison suggérant que les 4 

composés présentent des mécanismes d’action ou des sites de liaison différents sur le 

récepteur Smo (Chen et al., 2002b). Il serait particulièrement intéressant de caractériser de 

manière plus approfondie le site de fixation de MRT-83 sur le récepteur Smo humain et murin 

par exemple en utilisant les radioligands disponibles ou en développant un radioligand dérivé 

des séries chimiques que nous venons de caractériser. 
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Tableau 4 : Etude de relation structure-activité de dérivés de MRT-10.  

Les composés ont été testés à
 1 

3 µM, 
2
 10 µM ; means ± SEM ; n ≥ 3 pour toutes les expériences ; nd : 

non déterminé. Le surlignage vert correspond aux modifications de la position des groupements 

méthyl sur le phényl dans la partie gauche de la molécule (encadré rouge). Le surlignage jaune 

correspond au remplacement de groupement méthoxy par des groupements éthoxy sur ce même 

phényl (encadré rouge). Le MRT-10 correspond à R5=R6=R7= OMe. D’après ((Heretsch et al., 2010 ; 

Roudaut et al., 2011). 
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 2.2. Au niveau du mécanisme de régulation de Smo  

  Il est désormais bien établi que dans les cellules de vertébrés, la translocation du 

récepteur Smo au cil primaire n’est pas suffisante pour induire l’activation de la signalisation 

Hh mais constitue une étape du processus d’activation. Dans le modèle actuellement proposé 

(Rohatgi et al., 2009), Smo existerait sous 3 formes : une forme cytoplasmique inactive 

(Smo1) et des formes localisées dans le cil primaire alternativement inactives (Smo2) ou 

actives (Smo3 ; Figure 19). Ce modèle s’inspire des études ayant démontré que l’activation 

de la plupart des RCPG n’est pas une simple étape de conversion d’un état inactif à un état 

actif, mais plutôt un processus nécessitant plusieurs étapes intermédiaires ayant chacune des 

effets distincts sur les protéines en aval de la signalisation ; pour revue, (Kenakin, 2003). 

L’utilisation de molécules agonistes et antagonistes se révèle donc utile pour stabiliser les 

états intermédiaires des RCPG et ainsi disséquer le mécanisme d’action du récepteur. Les 

antagonistes de Smo, cyclopamine, SANT-1 et SANT-2 ont permis de démontrer l’existence 

des 3 états du récepteur. Des expériences d’immunofluorescence sur la lignée de cellules 

murines NIH3T3 exprimant le récepteur Smo de manière endogène ont montré que les 

antagonistes SANT-1 et SANT-2 bloquent la translocation du récepteur dans le cil induite par 

la présence du ligand Shh. En revanche, la cyclopamine n’inhibe pas cette translocation bien 

qu’elle bloque la signalisation Hh dans ces mêmes cellules. De manière encore plus 

surprenante, lorsque les cellules sont traitées avec la cyclopamine seule, le récepteur Smo se 

trouve transloqué dans le cil primaire. Ainsi, les inhibiteurs SANT-1, SANT-2 et MRT-83 

semblent bloquer le récepteur dans son état Smo1 inactif dans le cytoplasme alors que la 

cyclopamine bloque le récepteur Smo dans son état Smo2 inactif dans le cil primaire (Figure 

19).  

 Ce modèle a permis de suggérer l’existence de deux catégories d’antagonistes de Smo, 

les composés ayant une activité proche de la cyclopamine qui empêchent l’étape d’activation 

du récepteur et les composés ayant une activité proche des composés SANT-1/2 qui bloquent 

la translocation du récepteur au cil primaire et auxquels se rattache MRT-83. Une étude 

complémentaire indique que le mécanisme d’activation du récepteur Smo au cil primaire 

semble très complexe. En effet, l’utilisation d’outils pharmacologiques variés a montré que 

Smo peut adopter plusieurs conformations qui autorisent son adressage dans le cil primaire, 

mais seule une partie de ces conformations sont capables d’activer la cascade de signalisation 

Hh. L’activation de la sous-unité Gαs ou de la PKA engendre l’accumulation du récepteur à la 
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Figure 19 : Modèle d’activation du récepteur Smoothened chez les vertébrés.  

L’activation complète du récepteur requiert deux étapes. Tout d’abord, Smo1 doit être transloqué au 

cil primaire (Smo2) puis être activé (Smo3). Ce dernier état est celui permettant au récepteur d’activer 

la signalisation en aval conduisant à l’activation des facteurs de transcription Gli. Les flèches noires 

représentent des étapes individuelles. Le transport au cil primaire du récepteur (Smo1Smo2) est 

contrôlé par les étapes d’entrée et de sortie du récepteur dans l’organelle, désignées ici par R1 et R2; 

l’étape d’activation (Smo2Smo3) est contrôlée par R3 dont la nature biochimique n’est pas encore 

connue aujourd’hui, mais qui pourrait correspondre à une modification post-traductionnelle, une 

interaction protéique ou un changement conformationnel du récepteur (Zhao et al., 2007); la sortie de 

Smo3 du cil primaire est contrôlée par R4. Les sites d’actions proposés pour les différents régulateurs 

de la signalisation Hedgehog sont indiqués par les flèches grises. D’après (Rohatgi et al., 2009). 
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base du cil. Cette localisation peut être bloquée par le composé SANT-1, mais pas par la 

cyclopamine suggérant que SANT-1 agirait sur la forme cytoplasmique du récepteur pour le 

séquestrer ou empêcher son interaction avec une ß-arrestine nécessaire à l’adressage du 

récepteur dans l’axonème ciliaire (Wilson et al., 2009a). L’application de MRT-83 sur des 

cellules exprimant de manière endogène les récepteurs Smo murins (lignée C3H10T1/2) ou 

humains (lignées NT2) a permis de montrer la disparition complète de l’expression de la 

protéine dans le cil primaire suggérant une fois encore que MRT-83 agirait sur la même forme 

de Smo que SANT-1. L’utilisation des composés MRT et en particulier de MRT-83, semble 

donc être particulièrement appropriée à l’étude fine des mécanismes d’adressage et 

d’activation du récepteur Smo dans les cellules. 

 

III. Intérêt et apport fonctionnel des nouveaux outils pharmacologiques 

 Bien que les résultats obtenus sur l’utilisation in vivo du MRT-83 restent 

préliminaires, il constitue un outil intéressant pour approfondir les connaissances actuelles sur 

les mécanismes de tumorigenèse associés à une dérégulation de la voie Hh. Par ailleurs, les 

antagonistes de Smo utilisés dans les phases initiales des essais cliniques ayant mis en 

évidence des limitations à leur utilisation, le développement de nouvelles familles chimiques 

de composés reste nécessaire à l’heure actuelle. 

 

1. Rôle du cil primaire dans la signalisation Hh et les tumeurs Hh-dépendantes 

 MRT-83 va constituer un outil de choix pour améliorer notre compréhension de la 

régulation de Smo au niveau du cil primaire. Cette structure étant à la fois impliquée dans 

l’activation physiologique de la voie Hh et l’émergence de pathologies Hh-dépendantes, il est 

d’un intérêt majeur d’analyser la régulation du récepteur Smo au sein de cette organelle. A 

l’heure actuelle, un nombre important de questions persistent : existe-t-il une voie de 

signalisation Hh indépendante du cil chez les mammifères ? Comment se fait le transport de 

Smo au cil ? Par quel mécanisme Smo active-t-il les facteurs de transcription Gli dans cette 

structure ? 

 Dans des conditions physiologiques, il semble que les signaux Hh puissent se 

transmettre de façon dépendante ou indépendante du cil chez les mammifères. Ainsi, Sufu 
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contrôlerait le niveau d’expression des formes répressives des facteurs de transcription Gli de 

manière indépendante du cil primaire. A l’inverse, la transactivation des facteurs de 

transcription Gli en leurs formes activatrices nécessite la translocation de Smo dans le cil 

primaire (Chen et al., 2009). Par ailleurs, l’ablation du cil primaire dans les cellules souches 

GFAP
+
 du cerveau adulte induit une réduction de la prolifération cellulaire dans la ZSG de 

l’hippocampe adulte (Han et al., 2008), mais pas dans la ZSV (Amador-Arjona et al., 2011). 

Ce dernier résultat suggère que dans la ZSV, contrairement à la ZSG, la signalisation Shh 

exerce ses effets sur la niche neurogènique de manière indépendante du cil primaire. 

 Néanmoins, la compartimentation de la signalisation Hh au cil primaire demeure 

fondamentale et permet d’assurer la spécificité du signal. Le cil primaire pourrait constituer 

un compartiment enrichi en une molécule lipidique capable d’activer Smo ou dépourvu d’une 

molécule lipidique capable d’inhiber Smo, puisque l’organelle a été montrée être à l’origine 

de la compartimentation de certains lipides (Emmer et al., 2010). Plusieurs hypothèses ont été 

proposées pour le mécanisme de relocalisation de Smo au cil. Ainsi après sa synthèse, Smo 

pourrait être envoyé dans le cil depuis les vésicules issues de l’appareil de Golgi (pour revue, 

Pazour & Bloodgood, 2008) ou bien après un adressage préalable à la membrane plasmique 

(Milenkovic et al., 2009). Par ailleurs, l’utilisation d’une construction Smo:GFP montre 

qu’avant d’être exprimé dans le cil, Smo est contenu dans les stocks intracytoplasmiques de la 

cellule (Wang et al., 2009).  Récemment, l’étude des mécanismes de régulation d’entrée et de 

sortie des protéines membranaires dans le cil primaire a révélé qu’un réseau NHERF1-ERM-

actine (NHERF pour Na
+
/H

+
 exchanger 3 regulatory factor et ERM pour Ezrin-Radixin-

Moesin qui sont des protéines de la famille des protéines de liaison à l’actine), exprimé sous 

la membrane plasmique est responsable de l’exclusion des protéines membranaires du 

domaine de la membrane ciliaire. Ce réseau aurait une activité complémentaire à celle de la 

barrière de diffusion septin 2 récemment proposée pour expliquer la régulation de l’entrée des 

protéines dans le cil primaire (Hu et al., 2010). L’utilisation d’une construction GFP-hSmo-

NHERF1, avec une étiquette GFP sur l’extrémité N-terminale du récepteur et un domaine de 

liaison NHERF1-ERM  en C-terminal montre que ce signal de rétention exprimé sur le 

récepteur Smo empêche le passage de la protéine vers la membrane cilaire et qu’il doit être 

clivé pour que le récepteur soit adressé au cil primaire (Francis et al., 2011). Cependant, la 

relocalisation du récepteur n’est pas régulée par un mécanisme unique. En effet, elle requiert 

également la machinerie IFT et en particulier IFT122 qui régule à la fois l’entrée et la sortie 
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des protéines Smo, Sufu et des facteurs de transcription Gli2 et 3 (Qin et al., 2011). Par 

ailleurs, de nombreuses études ont montré le rôle de différentes petites GTPases dans la 

formation et la fonction du cil primaire ; pour revue, (Li and Hu, 2011). En particulier, le 

transport ciliaire fait intervenir la sous-famille des Rab GTPases. Ainsi, Rab23 régulerait les 

entrées et sorties de Smo dans l’organelle, participant ainsi au recyclage du récepteur 

(Boehlke et al., 2010). 

  Par ailleurs, la PKA initialement considérée comme un inhibiteur de la voie Hh, vient 

d’être plus récemment associée à des effets positifs sur la signalisation Hh. En effet, sa 

localisation qui vient d’être montrée à la base du cil primaire de manière Hh-dépendante, 

semble être requise pour des effets prolifératifs associés à la signalisation Hh (Barzi et al., 

2010). De plus, in vitro, l’activation de la PKA induit l’accumulation du récepteur Smo dans 

le cil primaire (Wilson et al., 2009). Cependant, à l’heure actuelle, les données disponibles ne 

permettent pas de savoir s’il s’agit de la conformation active ou inactive du récepteur ; pour 

revue, (Milenkovic and Scott, 2010). Les composés MRT que nous venons de caractériser 

comme de puissants antagonistes du récepteur Smo capables de bloquer le récepteur dans sa 

conformation inactive pourraient, là encore, se révéler comme des outils efficaces pour ces 

études. 

 Des données particulièrement étonnantes ont récemment révélé la dualité des rôles du 

cil primaire sur le développement de deux types de tumeurs associées à la dérégulation de la 

signalisation Hh. En effet, si l’ablation génétique du cil primaire bloque la formation de MB 

lorsque la tumeur est liée à une mutation activatrice de Smo, elle favorise l’expansion des 

tumeurs dépendant d’une activation constitutive de Gli2 (Han et al., 2009). Ce rôle bivalent 

du cil primaire a également été décrit sur des BCC (Wong et al., 2009). MRT-83 inhibant la 

translocation de Smo au cil comme le font les composés SANT-1/2, semblerait être un outil 

tout à fait approprié dans le cas des tumeurs dépendant du cil primaire. Par ailleurs, la 

mutation M2 retrouvée sur des BCC (Xie et al., 1998), induit la translocation du récepteur au 

cil. In vitro, SANT-1, contrairement à la cyclopamine, est capable d’inhiber l’activité de la 

voie Hh médiée par la forme oncogénique de Smo, SmoM2 (Chen et al., 2002b; Taipale et 

al., 2000). Cette mutation pourrait expliquer certaines résistances au traitement par la 

cyclopamine de tumeurs Hh-dépendantes. MRT-83 présentant un mode d’action similaire à 

celui de SANT-1 et de surcroit, étant capable d’interagir avec le récepteur Smo humain, on 
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peut supposer que ce composé pourrait être efficace sur des tumeurs Hh-dépendantes telles 

que les BCC liés à la mutation SmoM2. 

 

2. Mutations et résistances consécutives à un traitement par un antagoniste de Smo 

 La diversité des structures chimiques des molécules actuellement développées pour 

bloquer la signalisation Hh est primordiale si l’on considère les mutations de Smo apparues au 

cours des traitements par le GDC-0449 (Rudin et al., 2009) ou le LDE-225 (Buonamici et al., 

2010). Les sites de fixation des ligands sur Smo étant vraisemblablement multiples, MRT-83 

ou des molécules dérivées pourraient être une alternative intéressante à ces derniers 

composés.  

 Le patient atteint d’une forme métastatique de MB ayant développé une résistance au 

GDC-0449 correspond au premier cas d’apparition d’une résistance du récepteur Smo à un 

modulateur pharmacologique. Ce phénomène de résistance est aussi le premier à être décrit 

dans le cadre des RCPG ; pour revue, (Metcalfe and de Sauvage, 2011). L’analyse 

d’échantillons tissulaires du MB de ce patient a démontré la présence d’une mutation faux-

sens du gène Smo à l’origine d’une modification de l’acide aminé 473, un aspartate 

transformé en une histidine (D473H; Figure 20; (Yauch et al., 2009). L’analyse in vitro du 

mutant Smo-D473H indique que cette forme du récepteur est capable d’activer la 

signalisation Hh, qu’elle n’est pas oncogénique mais qu’elle n’est plus inhibable par le 

composé GDC-0449. L’aspartate en position 473 est donc un acide aminé essentiel pour la 

liaison de GDC-0449 au récepteur Smo (Yauch et al., 2009). L’activité inhibitrice de MRT-83 

sur ce mutant serait particulièrement intéressante à déterminer. Par ailleurs, une étude de 

mutagenèse dirigée du récepteur Smo a également permis l’identification d’un autre site de 

mutation responsable d’une résistance à GDC-0449, il s’agit de la mutation E518K sur le 

récepteur humain (Dijkgraaf et al., 2011). 

 Plus récemment, le traitement d’allogreffes de MB issus de souris Ptc
+/-

p53
-/-

 par 

l’antagoniste LDE-225 a également engendré l’apparition d’une résistance (Buonamici et al., 

2010). Parmi les 135 lignées tumorales résistantes à LDE-225 générées, 7 présentent des 

mutations faux-sens liées à des substitutions sur 5 acides aminés différents (N223D, L225R, 

D388N, S391N et G457S), mais aucune ne correspond à la mutation D477 (l’équivalent de 

D473 sur le récepteur humain) responsable de la résistance au composé GDC-0449 
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(Buonamici et al., 2010); Figure 20) suggérant donc que les résistances sont associées à des 

mutations affectant de multiples sites de liaison sur Smo. Là encore, l’activité de la molécule 

MRT-83 sur ces mutants sera intéressante à analyser. L’utilisation combinée de molécules 

ayant des sites d’action différents sur le récepteur Smo apparait ainsi être d’un intérêt majeur 

pour le traitement des tumeurs.  

 Parallèlement aux mutations faux-sens retrouvées sur le récepteur Smo, d’autres 

modifications sont en causes dans les phénomènes de résistance. Une augmentation du niveau 

d’expression de Gli2 a été retrouvée sur des échantillons de tumeurs résistantes aux drogues 

(Buonamici et al., 2010; Yauch et al., 2009 ); Figure 20) suggérant que l’utilisation combinée 

de molécules antagonistes du récepteur Smo et de composés inhibiteurs des facteurs de 

transcription Gli serait une piste thérapeutique pour le traitement de tumeurs Hh-dépendantes. 

Par ailleurs, dans le cas de la résistance au composé GDC-0449, une amplification de 

l’expression du gène cycline D1, préalablement identifié comme un élément clef de la 

pathogénicité des MB développés sur des modèles murins, a également été rapportée 

(Dijkgraaf et al., 2011); pour revue, (Hatten and Roussel, 2011) ; Figure 20). Enfin, 

l’expression des gènes Igf1R (pour « récepteur à l’Igf1 ») et PI3K est fortement augmentée 

dans des échantillons de tissus issus de tumeurs résistantes au traitement par le LDE-225. 

Cette observation suggère que l’augmentation du niveau d’expression de ces voies de 

signalisation normalement impliquées dans le développement cérébelleux, constitue une 

réponse compensatrice à l’inhibition de la signalisation Hh et contribue ainsi au 

développement de la résistance (Buonamici et al., 2010); (Chamoun et al., 2001) Figure 20). 

La voie PI3K semble donc être une autre cible intéressante pour le développement de petites 

molécules efficaces contre les tumeurs Hh-dépendantes ; pour revue, (Metcalfe and de 

Sauvage, 2011). 

 

3. Deuxième génération d’antagonistes de Smo capables d’interagir avec le récepteur 

mutant D473H 

 La récente mise en évidence des mécanismes de résistance que nous venons de décrire, 

nous suggère bien sûr de caractériser l’activité de MRT-83 sur ces formes mutées de Smo. Le 

développement d’un ligand radiomarqué serait là encore d’un intérêt majeur. Les laboratoires 
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Figure 20 : Schéma des modifications aboutissant aux résistances observées après le 

traitement de médulloblastomes par des antagonistes de Smoothened.  

Les mutations de Smo présentées dans l’encadré rouge et l’amplification de Gli2 et des gènes cibles de 

la voie tels que la Cycline D1 (CCND1) ont été identifiés comme des mécanismes potentiels de 

résistance survenant lors du traitement de médulloblastomes chez l’Homme ou dans un modèle murin 

de tumeur par des antagonistes de Smo. Les mutations faux-sens identifiées sur les récepteurs Smo 

murin (en bleu) ou humain (en rouge), à l’origine des résistances au traitement par GDC-0449 (D473, 

D477, E518 et E522) ou LDE-225 (N223, L225, D388, S391 et G457) sont reportées sur la 

représentation schématique du récepteur. L’augmentation de l’expression de la voie PI3K est un autre 

mécanisme de résistance identifié qui pourrait contribuer à la réémergence des tumeurs après 

traitement par les antagonistes de Smo. Le niveau d’expression du récepteur à l’Igf1, Igf1R, est 

également augmenté en réponse à une activation de la voie Hedgehog. D’après (Dijkgraaf et al., 2011; 

Metcalfe and de Sauvage, 2011). 
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 Genentech ont déjà rapporté la synthèse de composés de type bis-amide capables d’interagir 

avec la forme mutante du récepteur Smo insensible à la liaison du GDC-0449 (Dijkgraaf et 

al., 2011). De même, deux molécules ALLO-1 et ALLO-2 ont été récemment décrites. Il 

s’agit d’antagonistes de Smo capables de bloquer la prolifération des GCP et le 

développement de tumeurs dans un modèle murin Ptc
+/-

p53
-/-

. Ces composés inhibent 

également in vitro et in vivo l’activité de la voie Hh transmise par la forme de Smo résistante 

au GDC-0449. ALLO-1 et ALLO-2 présentent une particularité supplémentaire puisqu’ils ne 

sont pas capables d’inhiber la liaison des formes radiomarquées de SAG et de HH-Ag1.5 

indiquant une fois encore, l’existence de multiples sites de liaison des ligands sur le récepteur 

Smo (Tao et al., 2011). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

 L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse auront, tout d’abord, permis  la 

validation d’un modèle pharmacophorique du récepteur Smo qui ouvre de nouvelles 

perspectives pour la recherche et le développement de petites molécules régulatrices de ce 

récepteur. Ce modèle a conduit à l’identification de nouvelles familles de molécules de 

structures originales et caractérisées comme de puissants antagonistes du récepteur Smo. En 

particulier, l’affinité nanomolaire du composé MRT-83, de l’acylurée 60 et de l’acylthiourée 

71 sur le récepteur Smo murin et humain, leur capacité à inhiber la prolifération cellulaire des 

précurseurs des cellules granulaires du cervelet induite par la signalisation Hh in vitro et 

l’efficacité spécifique du composé MRT-83 in vivo, laissent supposer que ce dernier pourrait 

être la nouvelle tête de série de molécules utilisables en thérapeutique pour le traitement de 

tumeurs Hh-dépendantes. L’investigation des profils pharmacodynamique et cinétique du 

composé, mais aussi de son efficacité à réprimer le développement tumoral sur des modèles 

murins pourrait à présent être envisagé. Il serait également intéressant d’étudier son activité 

éventuelle sur les formes de Smo résistantes aux composés GDC-0449 et LDE-225 pour 

d’une part, nous renseigner sur le site de liaison du composé au récepteur Smo et, d’autre part, 

éventuellement envisager à terme, son utilisation dans le cadre du traitement des tumeurs 

résistantes. 

 La très haute affinité de MRT-83 est un atout considérable qui en fait un outil 

pharmacologique très prometteur. En effet, la synthèse de dérivés fluorescents ou 

radiomarqués de MRT-83 ou de ses dérivés est envisageable et permettrait de mieux 

caractériser sa liaison sur les formes sauvages et mutantes du récepteur Smo murin et humain. 

L’utilisation de ces dérivés pourrait être envisagée afin de déterminer les acides aminés 

impliqués dans la liaison des ligands au récepteur comme l’équipe l’a préalablement fait pour 

un autre RCPG, le récepteur au calcium CaSR (Calcium-sensing receptor ; Petrel et al., 

2004). Ces dérivés pourraient également permettre de réaliser la cartographie précise de 

l’expression du récepteur Smo dans le cerveau. Enfin, ils pourraient également faciliter la 

compréhension des mécanismes moléculaires de régulation et translocation du récepteur Smo 

au cil primaire, un phénomène qui n’est pas encore totalement élucidé et qui présente un 

intérêt à la fois fondamental et appliqué à la thérapeutique en raison du rôle important de 

l’organelle dans les pathologies reliées à des dérégulations de la voie Hh. 
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