II]/S MINI-SYNTHESE

médecine/sciences 2000 ; 16 : 112-5

L a bréfeldine A : inhibition «non compétitive »
de I'activité d’échange sur une petite protéine G

est constituée d’une succession

de compartiments membranaires
spécialisés, notamment dans la matu-
ration et le tri des protéines (m/s
1992, n°4, 326). Dans toutes les cel-
lules eucaryotes, cette voie contrdle la
sécrétion des protéines mais aussi la
localisation des protéines membra-
naires, ainsi que celle des enzymes des
différents compartiments (réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi,
lysosomes...). Dans le mode¢le clas-
sique, les protéines sont transportées
d’un compartiment a un autre par un
flux de vésicules phospholipidiques.
Les vésicules contenant les molécules
a transporter bourgeonnent a partir
d’'un compartiment donneur, migrent
puis fusionnent avec le compartiment
accepteur et ainsi de suite d’'un com-
partiment a un autre [1]. Des études
biochimiques et génétiques ont mon-
tré I'importance de complexes poly-
peptidiques appelés manteaux pro-
téiques dans ces processus de
transport. La translocation de ces
complexes polypeptidiques cytoso-
liques, au niveau de la membrane du
compartiment donneur, est un pro-
cessus tres controlé. En s’associant a la
membrane du compartiment don-
neur, les manteaux permettent la for-
mation des intermédiaires de trans-
port vésiculaires et participent au tri
des protéines a transporter [2].
La nature du manteau protéique dif-
fere selon les vésicules. Néanmoins,
quelle que soit la nature protéique du
manteau, ’assemblage des manteaux
sur les vésicules est contrdlé par des
protéines «interrupteur » de la famille
des petites protéines G parmi les-
quelles se trouve la petite protéine G
ARF (pour ADP-ribosylation factor).
Cinq protéines ARF humaines et trois
protéines ARF de levure ont été iden-
tifiées. Les différentes protéines ARF
présentent notamment des localisa-

I a voie biosynthétique/sécrétoire

s tions cellulaires différentes. Comme
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toutes les petites protéines G, ARF
existe sous deux formes: une forme
«inactive » liée au GDP et une forme «
activée » liée au GTP. Seule la forme
activée de ARF permet le recrutement
des protéines du manteau sur les vési-
cules [2]. L’activation de ARF (corres-
pondant a la dissociation du GDP qui
lui est associé, suivie de la fixation de
GTP) est assurée in vivo par des pro-
téines appelées facteurs d’échange
GDP-GTP (m/s 1997, n°5, 731-4).

Bréfeldine A et facteurs d’échange
pour ARF

La bréfeldine A (ou BFA) est une molé-
cule trés utilisée en biologie cellulaire.
Il s’agit d’'un composé lipidique d’ori-
gine fongique qui bloque de facon spé-
cifique la sécrétion des protéines dans
les cellules animales, celles des végé-
taux supérieurs et chez la levure S. cere-
visiae [3-6]. Le traitement des cellules
par la BFA entraine une perturbation
de la structure des compartiments
membranaires et en particulier de
I'appareil de Golgi qui est le site majeur
de tri des protéines dans la voie biosyn-
thétique/sécrétoire [3]. Au niveau
moléculaire, le traitement des cellules
par la BFA entraine tres rapidement la
redistribution vers le cytosol de nom-
breuses protéines normalement asso-
ciées aux membranes. Apres quelques
secondes de traitement, 1’association
aux membranes de différents types de
protéines de manteaux est rompue [7-
9, 24]. En fait, la protéine ARF1 est
I'une des premiéres protéines a étre
redistribuée vers le cytosol en réponse a
un traitement par la BFA [10].

L’hypothése d’un lien entre BFA et
ARF a été renforcée lorsqu’en 1992,
deux équipes ont montré indépen-
damment que l'activité d’échange sur
ARF associée a des membranes gol-
giennes était inhibée par la BFA, fai-
sant ainsi de l'activation de ARF une
cible de la BFA [11, 12]. Compte tenu

des données disponibles, plusieurs
modeles d’action de la BFA étaient
alors envisageables. On pouvait suppo-
ser que les effets multiples du traite-
ment des cellules a la BFA étaient dus a
la seule inhibition des facteurs
d’échange pour ARF, cette inhibition
pouvant étre directe ou indirecte. II
était possible aussi que la multiplicité
des effets cellulaires de la BFA reflétat
la multiplicité des cibles de cette molé-
cule, cibles parmi lesquelles on trouvait
les facteurs d’échange.

Une combinaison d’approches géné-
tiques chez la levure et d’approches
biochimiques a récemment permis
de déterminer quel modele d’action
prévalait et par quel mécanisme
moléculaire la BFA agissait.

® Les protéines a domaine Sec7 :

Jacteurs d’échange pour ARF

et cibles de la BFA

En 1996, différents facteurs d’échange
pour ARF ont été identifiés a la fois
chez la levure et dans les cellules ani-
males [13-15]. Toutes ces protéines
possédent un domaine d’environ
200 acides aminés appelé domaine
Sec7. 1l a en fait été établi que ce
domaine constitue le domaine cataly-
tique d’échange GDP-GTP sur ARF,
faisant ainsi de I’ensemble des pro-
téines 4 domaine Sec7 des facteurs
d’échange pour ARF [14].

Depuis 1996, de nombreuses pro-
téines a domaine Sec7 ont été identi-
fiées. Sur la base d’homologie de
séquence primaire, on peut les classer
en différentes familles (figure I1). Les
familles des «grandes protéines a
domaine Sec7», telles que Gea et
Sec7, comprennent des membres 4 la
fois chez la levure S. cerevisiae et chez
les eucaryotes supérieurs alors que les
familles ARNO et EFA6, correspon-
dant & des protéines d’environ 50 a
70 kDa, sont spécifiques des euca-
ryotes supérieurs. Le seul domaine
d’homologie entre les différentes
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familles correspond au domaine
Sec7. Les domaines Sec7 des diffé-
rentes familles ne sont pas stricte-
ment identiques puisqu’ils présentent
30 % a 40 % d’identité entre eux.

11 existe une corrélation étroite entre la
sensibilit¢ des cellules de levure a la
BFA et le niveau d’expression des pro-
téines Gealp et Sec7p [16]. L’effet
positif du surdosage des deux pro-
téines est au moins additif, suggérant
que les fonctions de Sec7p et Geal /2p
sont toutes deux cibles de la BFA chez
la levure. L’activité d’échange associée
a la fraction partiellement purifiée de
Gealp est inhibée par la BFA [13],
indiquant que ce facteur d’échange
pour ARF, ou une protéine associée a
celui-ci, est une cible de la BFA. 1l a
aussi été établi que I'activité de la pro-
téine p200 (ou GEPI, homologue
bovin de Sec7p) purifiée est sensible &
la BFA et donc contient intrinséque-
ment la capacité d’étre inhibée par la
molécule [17]. Or, le seul domaine
d’homologie entre Geal/2p et Sec7p
est le domaine Sec7. L’hypothése selon
laquelle le domaine Sec7 de Sec7p et
de Gealp pourrait étre responsable de
la sensibilité a la BFA de ces protéines
a donc été émise. Néanmoins, la pro-
téine humaine recombinante ARNO
purifiée a homogénéité présente une
activité d’échange sur ARF insensible a
la BFA [14]. Ces observations suggé-
raient que les différentes familles de
protéines 4 domaine Sec7 se distin-
guent non seulement par la taille et les
homologies de séquence mais aussi par
leur sensibilité intrinséque a la BFA. 11
apparaissait alors possible que les diffé-
rents domaines Sec7, qui ne présen-
tent que 35 % d’identité entre eux en
moyenne, n’aient pas tous la méme
sensibilité a la BFA.

o [e domaine Sec7 est un déterminant
téines Geal/2p et de Sec7p

Pour tester cette hypothése, des pro-
téines chimériques dans lesquelles le
domaine Sec7 des protéines Gealp et
Sec7p a été remplacé par le domaine
Sec7 d’ARNO ont été construites. Les
protéines chimériques sont parfaite-
ment fonctionnelles in vivo chez la
levure indiquant que le domaine Sec7
est un module capable de fonctionner
dans différents contextes protéiques.
Dotées du domaine Sec7 d’ARNO, les
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protéines chimériques permettent aux
cellules de levure de mieux résister aux
effets de la BFA sur la croissance et sur
la sécrétion des protéines. Le domaine
Sec7 est donc un déterminant majeur
de la sensibilité a la BFA des protéines
Geal/2p et Sec7p et le domaine Sec7
d’ARNO est résistant aux effets du pro-
duit non seulement in vitro mais aussi
in vivo chez la levure [14, 16].

Une souche de levure chez laquelle a
la fois la seule source de protéines
Gea et la seule source de protéine
Sec7 correspond a4 des formes résis-
tantes a la BFA des protéines Gea et
Sec7, ne présente presque plus
aucun défaut de croissance ni de
transport des protéines méme en
présence de fortes concentrations de

BFA [16]. Cela indique que, chez S.
cerevisiae au moins, les protéines
Geal/2p et Sec7p sont les cibles
majeures de la BFA dans la voie bio-
synthétique/sécrétoire.

Certains résidus du domaine Sec7
déterminent la sensibilité a la BFA
in vivo et in vitro

Afin de déterminer quels résidus de
Gealp sont importants pour la sensi-
bilité a la BFA, une mutagenése aléa-
toire du géne GFAI, suivie d’une
sélection des cellules de levure pré-
sentant une meilleure croissance en
présence de BFA que les cellules por-
tant le géne GEAI sauvage, a été réali-
sée. Une analyse systématique des
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Figure 1. Les différentes familles de protéines a domaine Sec7. La présence
d’une région d’homologie entre les différents membres au sein d’une méme
famille est indiquée par un motif graphique identique. Les différentes
familles différent par leur séquence mais aussi par la taille moyenne de leurs
membres : famille Gea: 165 a 208 kDa; famille Sec7: 200 a 230 kDa; famille
ARNO: ~ 50kDa et EFA6: ~ 70 kDa. Les familles Gea et Sec7 comprennent a
la fois des membres chez la levure S. cerevisiae et chez les eucaryotes supé-
rieurs, alors que les familles ARNO et EFA6 sont spécifiques des eucaryotes

supérieurs.
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mutants a permis: (1) de confirmer
I'importance du domaine Sec7 pour
la sensibilité a la BFA car tous les
mutants sélectionnés contenaient au
moins une mutation dans le domaine
Sec7; (2) de mettre en évidence une
région du domaine Sec7 fréquem-
ment mutée dans les versions de
GEA1 induisant une résistance a la
BFA, suggérant que cette région du
domaine Sec7 est particuliérement
importante pour la réponse au pro-
duit ([16] et figure 2). L’effet direct
des mutations au sein du domaine
Sec7 a été établi car le domaine Sec7
purifié a partir des mutants présente
une activité d’échange in vitro moins
sensible a la BFA que le domaine Sec7
sauvage [16, 19].

En conclusion, en introduisant des
mutations ponctuelles au sein du
domaine Sec7, on peut donc rendre
plus résistante au produit une pro-
téine qui y est naturellement sensible.
De facon intéressante, dans la région
d’environ 35 acides aminés fréquem-
ment mutée, se trouvent de nom-
breux résidus qui différent entre les
protéines résistantes a la BFA in vitro
(telles qu’ARNO, cytohésine 1) et les
protéines sensibles (telles que Sec7p,
p200 ou Geal/2p) (figure 2). Sur la

base de cette observation, Bruno
Antonny et Sylviane Robineau a
Sophia-Antipolis (Valbonne, France)
ont construit un domaine Sec7
d’ARNO dans lequel deux résidus (les
résidus F190 et A191), variant entre
les familles résistantes et sensibles, ont
été remplacés respectivement par les
résidus tyrosine et sérine présents
dans les protéines naturellement sen-
sibles telles que Gealp et Sec7p. La
version mutée du domaine Sec7
d’ARNO présente in vitro une activité
d’échange sur ARF plus sensible a la
BFA que la version sauvage. En fait, le
remplacement des résidus «FA» par
les résidus «YS» convertit la protéine
ARNO normalement résistante a la
BFA en une protéine sensible et ce, a
la fois in vivo et in vitro. Des analyses
complémentaires ont montré que le
résidu équivalent au résidu F190
d’ARNO est, a lui seul, un détermi-
nant important de la sensibilité a la
BFA de T'activité d’échange sur ARF.
Ainsi, selon que ce résidu est une phé-
nylalanine ou une tyrosine, une pro-
téine 4 domaine Sec7 peut étre
convertie en une protéine sensible ou
non a la BFA. Parallelement, I’équipe
de Martha Vaughan a montré que le
domaine Sec7 isolé de la protéine

Région cible de la mutagenése

1 540 |

Région fréquemment mutée

= 751 1408 aa
ceatr (MM W
Résidus différents entre ii i ““ i
familles sensibles et
résistantes a la BFA
/ BFA
Gealp 687 [ MLNT|D HM sensible
Sec 949 I MLNT|OLHSSQI M sensible
ARNO 182 I MLNT|SLHNPNVRDKP résistant
Cytohésine 1 184

| MLNTISLHNPINVKDKP résistant
A A

Figure 2. Identification des résidus du domaine Sec7 impliqués dans la
réponse a la bréfeldine A. La protéine Gealp et son domaine Sec7 sont
représentés schématiquement. La région de GEA1 ayant subi la mutagenése
est indiquée. La région d’environ 35 acides aminés fréquemment mutée
chez les mutants résistants a la BFA est indiquée par un fond grisé. Cette
région contient de nombreux résidus qui difféerent dans les protéines sen-
sibles et les protéines résistantes a la BFA (indiqués par des batons rouges).
Dans I'alignement de séquence de cette sous-région du domaine Sec7, les
résidus différant entre les familles résistantes et sensibles a la BFA sont indi-
qués en rouge. Les fleches indiquent les résidus identifiés comme impor-
tants pour la réponse a la BFA [16, 19], aa: acides aminés.

Sec7p est sensible & la BFA in wvitro
[18]. En construisant des domaines
Sec7 chimériques provenant de la
protéine Sec7p (sensible a la BFA) et
de la protéine cytohésine 1 apparte-
nant a la famille ARNO (résistante au
produit), cette équipe a établi qu’in
vitro, une région de 10acides aminés
du domaine Sec7, comprise dans la
zone fréquemment mutée identifiée
par I'approche précédente de muta-
genese aléatoire, est importante pour
la sensibilité a la BFA [19]. Dans cette
région, la mutation de deux résidus
(S198 et P208 dans ARNO) différant
entre Sec7p et cytohésine 1 (et de
facon plus générale entre familles sen-
sibles et résistantes) convertit le
domaine Sec7 de cytohésine 1 en un
domaine sensible a la BFA in vitro. Ces
études ont donc établi I'importance
de la partie carboxyterminale du
domaine Sec7 pour la réponse a la
BFA et identifié certains résidus cru-
ciaux pour cette réponse.

La BFA inhibe la réaction d’échange
en stabilisant un complexe abortif
domaine Sec7-ARF-GDP

D’apres les données cristallogra-
phiques, les résidus du domaine Sec7
identifiés comme importants pour la
sensibilité a la BFA se trouvent au
cceur du site d’interaction entre le
domaine Sec7 et ARF [20, 21]. Une
des hypotheses était donc que la BFA
puisse agir comme un inhibiteur com-
pétitif qui empécherait I'interaction
du domaine Sec7 avec ARF par
encombrement stérique au niveau du
site de liaison d’ARF. Les prédictions
de ce modele d’inhibition compétitive
classique sont que: (1) I'augmenta-
tion de la concentration en substrat a
pour conséquence de diminuer ’effet
de l'inhibiteur et (2) en présence de
BFA, l'association entre ARF et le
domaine Sec7 est défavorisée. Or, des
expériences de cinétique enzymatique
ont montré qu’'une augmentation de
la concentration de ARF (le substrat)
augmente 'effet inhibiteur de la BFA
[16, 22]. De plus, la présence de BFA,
loin de défavoriser la quantité de
complexe entre le domaine Sec7 et
ARF, stabilise un complexe entre ces
deux protéines [16]. Il a été établi
que le complexe entre ARF et le
domaine Sec7 accumulé en présence
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de BFA contient du GDP. Ces obser-
vations ont permis de conclure que la
BFA inhibe la réaction d’échange en
stabilisant un complexe abortif ARF-
GDP-domaine Sec7, qui est un des
premiers intermédiaires de la réaction
d’échange ([16] et figure 3). Ce type
d’inhibition, dans laquelle la cible de
la molécule est un complexe entre le
substrat et ’enzyme, est appelé inhibi-
tion incompétitive.

Cette découverte inattendue pourrait
avoir de profondes implications sur le
développement des stratégies de
recherche de molécules bloquant dif-
férents processus biologiques [23].
Elle montre en effet qu’il existe une
alternative a I’approche évidente
consistant a rechercher des composés
exercant leurs effets inhibiteurs en
mimant le substrat de la réaction. De
plus, I'analyse détaillée des cibles de la
BFA a montré qu’un inhibiteur non
compétitif peut n’exercer ses effets
que sur certains membres d’une
famille de protéines ayant toutes le
méme type de substrat et peut donc
présenter une spécificité d’action tres
stricte.

Conclusions

Un ensemble d’études combinant des
approches de biologie cellulaire, des
approches génétiques chez 1'orga-
nisme modele qu’est la levure S. cere-
visiae et des approches biochimiques a

[Sec7] ARF-GDP

BFA

+
I BFA
s et
Sec7-ARF-GDP Sec7-ARF-GDP
GDP 4%

Sec7-ARF

GTP ﬂ

Sec-ARF-GTP
+

Figure 3. Mécanisme d’action de la
bréfeldine A. Les principales étapes
de la réaction d’échange sur ARF sont
indiquées. Les intermédiaires de réac-
tion instables sont indiqués en bistre.

[Sec7] ARF-GTP
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permis d’identifier les cibles de la bré-
feldine A. Or, la BFA est la premiére
molécule identifiée capable d’inhiber
I’activité d’échange sur une petite
protéine G. Le mécanisme d’inhibi-
tion non compétitive est un méca-
nisme inattendu qui conduit a I'accu-
mulation d’un complexe abortif. La
résolution cristallographique de ce
complexe abortif pourrait apporter de
précieuses informations pour la com-
préhension des mécanismes de la
réaction d’échange GDP-GTP.

Il a été proposé que le concept de pié-
geage d’un tel complexe abortif
puisse servir de plate-forme pour la
recherche de nouvelles molécules
inhibitrices [23] ®
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