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Activation
des petites protéines G
par leurs facteurs d’echange

Les protéines G sont des commutateurs moléculaires
controlant de multiples aspects de la vie cellulaire tels que
la transduction des signaux. Elles sont présentes alternati-
vement sous forme inactive, liée au GDP, et sous forme
active, liée au GTP, leur activation étant controlée par des
«facteurs d’échange ». La connaissance des structures de
ces différents facteurs d’échange et des complexes formés
avec leur petite protéine G cible permet de mieux com-
prendre les mécanismes qui provoquent la sortie du GDP
d’une protéine G et son remplacement par le GTP. La flexi-
bilit¢ de deux régions des petites protéines G appelées
switch joue un role essentiel lors de I’échange de nucléo-
tide. La compréhension du mécanisme par lequel la bréfel-
dine A inhibe I'un des facteurs d’échange suggere que les
réarrangements de ces régions pourraient représenter le
«talon d’Achille » par lequel de nouvelles molécules per-
mettraient d’inhiber certains de ces facteurs d’échange.

e nombreux processus cel-

lulaires essentiels, tels que

la transduction du signal,

les réarrangements du

cytosquelette et la plupart
des mécanismes de transport sont
controlés par des commutateurs
moléculaires: les protéines G. Ces
protéines fixent alternativement les
nucléotides GDP et GTP et adoptent
ainsi deux conformations: une forme
de repos, associée au GDP, et une
forme active, associée au GTP. Cette
derniere peut interagir avec des pro-
téines cibles appelées «effecteurs » et
ainsi moduler leur activité. L’activa-
tion des protéines G a lieu lors de
I’échange du GDP par du GTP. Alors
que la dissociation spontanée du
GDP in vitro et dans un tampon phy-

siologique est tres lente (de quelques
minutes a plusieurs heures), il existe
dans les cellules des «facteurs
d’échange », qui provoquent la sortie
rapide du GDP, permettant ensuite
au GTP de le remplacer [1] (figure I).
La structure tridimensionnelle de
plusieurs de ces facteurs d’échange a
récemment été déterminée, dans cer-
tains cas sous forme de complexe
avec leur protéine G cible. Ces don-
nées représentent une magnifique
moisson d’information, qui permet-
tent de comprendre les mécanismes
par lesquels les facteurs d’échange
déstabilisent le GDP. Celui-ci est asso-
cié a la protéine G via de multiples
liaisons qui vont de la base aux grou-
pements phosphates. Si ces méca-
nismes s’aveérent semblables dans
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Figure 1. Les étapes successives de
la réaction d’échange. Les structures
cristallines ont démontré que les
petites protéines G ont des confor-
mations différentes (symbolisées par
des couleurs et des formes diffé-
rentes) aux étapes 1, 3 et 5, et il est
probable que c’est aussi le cas pour
les étapes intermédiaires. GEF: gua-
nine nucleotide exchange factor.

leurs grandes lignes pour tous les
complexes connus, ils difféerent consi-
dérablement dans leurs détails.

Il faut préciser qu’on est loin de
connaitre la structure des facteurs
d’échange de toutes les protéines G
décrites dans le Tableau I, le grand
absent étant un facteur d’échange de
protéine G hétérotrimérique. La cris-
tallisation d’un récepteur a 7 hélices
transmembranaires pose en effet un
probléme d’une autre nature que
celle des facteurs d’échange solubles.
La diversité de structure des facteurs
d’échange est étonnante. Ainsi, celle
des domaines Sec7 ou Dbl est consti-
tuée exclusivement d’hélices a, alors
que RCC1 est constitué de 7 feuillets
B en «hélice de bateau» (figure 2).
Dés lors, aucun argument ne plaide
a priori pour une conservation du
mécanisme catalytique d’accélération
de I’échange nucléotidique par ces
différents facteurs. Néanmoins, nous
allons voir qu’il existe un point com-
mun entre les structures des trois
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complexes protéine G/facteur
d’échange qui ont été déterminées a
ce jour [2-5]. Ces facteurs d’échange
interagissent en effet avec les régions
«switch » des protéines G, c’est-a-dire
avec les régions qui changent de
conformation lors de I’échange du
GDP par le GTP.

Les régions switch
des petites protéines G

Toutes les protéines G comportent
un domaine d’environ 160 acides
aminés, dont la structure est conser-
vée, qui inclut le site nucléotidique
[6]. Comme cela est le cas pour la
plupart des protéines qui fixent un
nucléotide, un ion Mg* interagit avec
les phosphates de ce dernier et
contribue a le stabiliser en formant
également des contacts avec certaines
chaines latérales de la protéine. En
bordure du site nucléotidique se trou-
vent deux régions, appelées switch 1
et switch 2, qui présentent la particu-
larité de changer de conformation
entre les formes associées au GDP et
au GTP. Ces deux régions sont
flexibles sous forme GDP et acquic-
rent une conformation plus stable
dans la forme active GTP (figure 3).

On savait déja que les deux régions

switch sont essentielles dans l'interac-
tion des protéines G avec leurs parte-
naires cellulaires. En effet, par défini-
tion, I'interaction entre une protéine
G et ses effecteurs n’a lieu que
lorsque la protéine G est sous forme
GTP: ces effecteurs doivent donc
reconnaitre au moins I'une des deux
régions dont la conformation change
lors de TI’association au GTP. De
méme, il n’est pas étonnant que les
protéines GAP (GTPase activating pro-
tein), qui contrdlent 'inactivation de
la protéine G et catalysent I’hydrolyse
du GTP en GDP, interagissent avec
les régions switch. En effet, la cible
des GAP est la forme GTP, dont elles
doivent «attaquer » le troisi¢me
phosphate, c’est-a-dire la partie du
nucléotide la plus proche des régions
switch. En revanche, il était a priori
moins évident que les facteurs
d’échange eux-mémes interagissent
avec les régions switch. Un facteur
d’échange doit d’abord reconnaitre
la protéine sous forme liée au GDP,
provoquer la sortie du GDP, former
un complexe avec la protéine G vide
de nucléotide, pour lui permettre de
lier ensuite le GTP (figure I). Ce fac-
teur d’échange doit donc interagir
avec la protéine G sous différentes
conformations: forme GDP, forme

Tableau |

LA « SUPERFAMILLE » DES RROTEINES G
ET LEURS FACTEURS D'ECHANGE

Familles
de protéines G

Fonctions

Facteurs d’échange

Protéines G afy
hétérotrimériques

EF-Tu

Ras Transduction du signal

Rho Réarrangements du
cytosquelette d’actine

Rab Trafic vésiculaire

Ran Transport noyau/cytosol

Arf Formation de vésicules/trafic

Transduction de signaux
hormonaux, neuronaux,
sensoriels

Elongation de la synthése
protéique sur le ribosome

Domaines Cdc25
Sos, Ras GRF

Domaines homologues
a Dbl (DH)

Sec2 levure, RabEx5 (?)
RCC1

Domaines Sec7:
ARNO, Gea

Récepteurs a 7 hélices
transmembranaires

EF-Ts
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| RRC1 (Ran) |

| SOs-Cdc25 (Ras) |

E942
* 1938 !

AN

ARNO-Sec7 (Arf) |

E156

Figure 2. Structures cristallines de représentants des 4 familles de facteurs
d’échange connues a ce jour. Le repliement de I'extrémité amino-terminale
vers l'extrémité carboxy-terminale est mis en évidence par un dégradé du
jaune au rouge foncé, sauf pour les régions correspondant au site actif
connu (ARNO, Sos-cdc25) ou présumé (RCC1, Sos-Dbl) représentées en bleu
avec les acides aminés jouant ou pouvant jouer un réle dans la catalyse.
RCC1 a une structure en feuillets 3 appelée «hélice de bateau», avec une
répétition de 7 pales. Les autres structures sont entiérement en hélices, mais
d’organisation complétement différente.

vide, puis forme GTP. De telles inter-
actions pourraient se concevoir sans
impliquer nécessairement les régions
switch, par exemple par le biais
d’interactions situées a 'opposé du
site nucléotidique, le facteur
d’échange pouvant alors agir sur ce
site a distance. Cependant I’étude
des structures cristallines démontre
que ce n’est pas le cas.

Trois complexes facteurs
d’échange/protéine G

Les trois complexes facteurs
d’échange/protéine G dont les
structures ont été déterminées a ce
jour sont EffTu/EfTs [2, 3], Ras/Sos
[4] et Arf/domaine Sec7 [5]. Dans
ces trois cas, la protéine G est vide de
nucléotide. La comparaison avec les
structures des formes associées au
messmss GDP et au GTP des mémes protéines
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G montre que leurs trois facteurs
d’échange respectifs interagissent
avec les régions switch, les défor-
ment, et modifient les sites de fixa-
tion des phosphates, du nucléotide
et du Mg?* de facon a les rendre
incompatibles avec la fixation du
nucléotide. Cela s’accompagne, pour
les protéines Ras et Arf, de l'intru-
sion de chaines latérales du facteur
d’échange qui viennent occuper le
site. normal des phosphates et du
Mg?. En revanche, le site de fixation
du groupement guanine du nucléo-
tide n’est masqué dans aucun des
trois complexes.

Les trois surfaces d’interaction fac-
teur d’échange/protéine G sont net-
tement plus étendues que les sur-
faces de contact entre protéines
décrites pour d’autres complexes. La
contribution des régions switch dans
I'interface est treés importante: la

capacité de ces régions a changer de
conformation et/ou a alterner entre
des conformations mobiles et stables
permet des réarrangements spectacu-
laires qui, en quelque sorte, adaptent
la protéine G a son facteur
d’échange. Une protéine G isolée se
dénature si son site nucléotidique est
vide, sans doute en partie parce que
les régions switch ne peuvent étre
structurées que via les phosphates du
nucléotide auquel se lie la protéine.
En interagissant avec les régions
swilch, les facteurs d’échange stabili-
sent donc I’état vide. Si le point com-
mun essentiel est la reconnaissance
des régions switch, les détails des
interactions mises en jeu différent
selon les complexes. Dans le cas du
domaine cdc2b de Sos [4], deux rési-
dus, une leucine et un glutamate
(hélice H), viennent directement
s’insérer dans le site nucléotidique
de Ras. La leucine occupe le site du
Mg?, alors que le glutamate interagit
avec une sérine ligand du Mg* et du
phosphate-f. L’hélice H contribue
aussi a réorganiser le switch I dans
une conformation qui I’éloigne du
site de fixation du GDP. Le switch 2,
mobile dans la forme GDP, est stabi-
lisé par de multiples interactions,
notamment hydrophobes, dans le
complexe Ras/Sos (figure 4).

L’activité de facteur d’échange pour
Arf est portée par les domaines
«Sec7» [8, 9] qui comportent une
gorge hydrophobe dont la séquence
est bien conservée [10-12]. Avant que
la structure du complexe ne soit
connue, nous avions proposé un
modele selon lequel: (1) la gorge
hydrophobe du domaine Sec7 inter-
agissait avec des résidus hydrophobes
du switch 1 de la protéine Arf; et (2)
une lysine conservée du switch 2 for-
mait un pont salin avec un aspartate
du domaine Sec7 [13]. Notre modéle
prévoyait aussi — et c’est 1a le point le
plus important - qu’un glutamate
invariant, situé sur les bords de la
gorge du domaine Sec7, allait pertur-
ber le site de liaison du phosphate-8
et du Mg? sur Arf. L’élucidation de
la structure d’un complexe Arf/
domaine Sec7 a confirmé chacun des
points de ce modeéle, mais a égale-
ment révélé 'existence de réarrange-
ments de structures sans équivalent
chez les autres petites protéines G
[5]. Comme dans le cas du complexe
Ras/Sos, 'interface Arf/domaine

m/s n°2, vol. 16, février 2000



RAP2-GDP RAP2-GTP

61'_ S, = i |
60 - Switch2 % 160 M T

C =, ; o Switch2

- 'Et“, Y

GDP _'31_)-1 GTP & =
32, - | 1“ 35
) w32
Switchl Switchl

Figure 3. Structure de la protéine G Rap2 sous sa forme inactive liée au GDP
(a gauche) et sous sa forme active liée au GTP (a droite) [7]. Les régions
flexibles sont indiquées par des pointillés. Le nucléotide est reconnu par des
séquences « consensus» tres conservées reconnaissant spécifiquement le
groupement guanine, les phosphates et le magnésium, qui constituent une
«signature » des protéines G [29]. Les régions switch 1 et switch 2 sont au
contraire plus variables d’une famille a I'autre. Ce sont ces régions qui
répondent par des changements de conformation a la nature du nucléotide,
GDP ou GTP, et qui permettent aux formes active et inactive d’interagir avec
des partenaires distincts. Selon les protéines G, la structure et la flexibilité du
switch 7 sous forme associée au GDP est trés variable. La région switch 1 de
beaucoup de petites protéines G contient un motif YxPT ou la thréonine (T)
et la tyrosine (Y) interagissent avec le magnésium et/ou le phosphate-y dans
la forme GTP, alors que sous la forme associée au GDP ces chaines latérales
sont exposées au solvant [7]. C’est I'interaction de ces deux résidus avec le
phosphate-y du GTP qui constitue I'élément déclencheur du changement de
conformation de la région switch 1. La région switch 2 est généralement
flexible sous la forme GDP et se stabilise en présence de GTP, une glycine
trés conservée (ici Gly 60) interagissant avec le phosphate-y du GTP. Ceci va
alors organiser la région en aval de la glycine en hélice a. Le résidu voisin de
la glycine est en général une glutamine qui vient aussi se positionner a
proximité du phosphate-y, pour participer ensuite a I’hydrolyse du GTP. Cette
glutamine 61 est I’'un des deux résidus de Ras pour lesquels on trouve sou-
vent des mutations dans les tumeurs.

Sec7 est trés étendue et implique lar-
gement les régions switch. Le switch 2,
trés mobile dans le cas de la forme
Arf-GDP, adopte une conformation
stable lors de l’'interaction avec le
domaine Sec7. La réorganisation la
plus remarquable est celle du switch 1
et des structures secondaires voisines.
Au cours de la formation du com-
plexe avec le domaine Sec7, le brin 8

rapproche alors de celle de la forme
associée au GTP.

Dans le cas des complexes EF-Ts/EF-
Tu [2, 3], 1a conséquence majeure de
I'interaction protéine G/facteur
d’échange est I’insertion d’une
chaine latérale hydrophobe a
Parriere de la région switch 2, qui le
déplace et provoque une déforma-
tion des résidus en contact avec le

caractéristique de la région switch 1
change de conformation, et une phé-
nylalanine, initialement enfouie dans
la forme associée au GDP, s’insere
alors dans la gorge hydrophobe du
domaine Sec7. Un déplacement laté-
ral important de deux feuillets B se
produit d’'une extrémité a I'autre de
la protéine, dont la conformation se
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phosphate-B du GDP, déstabilisant
ainsi le nucléotide. Cependant, a
I'inverse des complexes décrits ci-des-
sus, aucune chaine latérale du fac-
teur d’échange ne s’insére dans le
site nucléotidique.

On peut donc dégager deux points
communs entre les «stratégies » exis-
tantes qui provoquent la sortie du

nucléotide : I'interaction avec les
régions swilch, et la déstabilisation
préférentielle du groupement phos-
phate et du Mg?. Ceux-ci sont essen-
tiels a Iinteraction des nucléotides
avec les protéines G, puisqu’on sait
que l'affinité du GMP est 100 000 fois
plus faible que celle du GDP. Ces
deux points communs sont d’ailleurs
liés puisque les régions switch sont
proches des groupements phos-
phates du nucléotide.

Un réle essentiel
du doigt glutamate
pour dissocier le GDP ?

Tous les domaines Sec7 possédent un
résidu glutamate dans leur région
d’interaction avec Arf, et la mutation
de ce résidu abolit I'activité catalytique.
Sa substitution par une lysine empéche
toute activité d’échange et permet
méme la formation d’un complexe
Arf-GDP/domaine Sec7, en I’absence
de magnésium [13]. Ce glutamate
contribue a dissocier le nucléotide en
prenant la place du magnésium et du
phosphate§ du GDP. Dans le com-
plexe Arf vide/domaine Sec?, il inter-
agit directement avec I'un de ses
ligands, la lysine située en position 30
de la molécule Arf.

Dans le cas de Sos, il existe égale-
ment un glutamate (Glu942) qui,
d’apres la structure du complexe
formé avec Ras, pourrait jouer un
role analogue. Ce glutamate est en
contact avec la sérine en position 17
qui interagit a la fois avec le magné-
sium et le phosphate dans la forme
Ras-GDP. Cependant, ce glutamate,
ainsi qu'une leucine (Leu 938) qui
occupe le site du Mg, ne sont pas
conservés dans chaque facteur
d’échange appartenant a cette
famille, ce qui suggere que l'attaque
du Mg* et des phosphates ne joue
qu’un role secondaire.

D’autres facteurs d’échange posse-
dent-ils un tel doigt glutamate ?
L’analyse des structures de plusieurs
domaines Dbl des facteurs d’échange
de la famille Rho [14-16] permet
d’identifier deux groupes d’acides
aminés treés conservés (figure 2), qui
constituent vraisemblablement leur
site catalytique. Une modélisation
fondée sur I’homologie locale de
cette région avec la structure de Sos
suggere qu'un glutamate de ce site

pourrait jouer un roéle important. e ———
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Ras-GTP |

Ras-SOS

Figure 4. Comparaison de Ras-GTP et du complexe Ras-SOS. Dans la forme
associée au GTP, les régions switch 1 et 2 ferment le site nucléotidique (en
dessous et a droite du nucléotide). Dans le complexe formé avec le facteur
d’échange (représenté par un ruban vert), la région switch 1 (en bas) est rela-
tivement flexible et ne peut pas adopter sa conformation GTP qui est occul-
tée par le facteur d’échange. La région switch 2 (a droite) forme de nom-
breuses interactions avec le facteur d’échange dans une conformation
distincte de la forme GTP. Le site vide est donc beaucoup plus « ouvert » que
le site occupé par le GTP. Il est aussi plus ouvert que pour la forme inactive
Ras-GDP, qui est le substrat cellulaire de Sos, et dans laquelle les deux
régions switch de Ras sont peu ou pas structurées (voir figure 3). Reproduite

de [4] avec 'autorisation des auteurs.

Cependant, ce résidu n’est pas non
plus strictement conservé et sa muta-
tion n’a qu’un effet modeste sur
Pactivité mesurée in vitro [14]. Il joue
donc probablement un réle moins
important que dans le cas du gluta-
mate des domaines Sec7.

La plupart des domaines Dbl étudiés
jusqu’a présent posseédent une activité
d’échange trés faible, voire inexistante
lorsqu’ils sont analysés en solution in
vitro. Cependant, la surexpression de
ces protéines dans des fibroblastes per-
met d’observer des effets sur 'actine
corticale (membrane ruffling) ce qui sug-
gére I'existence d’une activation de la
petite protéine G Rac in vivo. Il semble
donc qu’il «manque » une piece essen-
tielle dans les tests in vitro. Une hypo-
thése attrayante serait que ces
domaines Dbl nécessitent d’étre phos-
phorylés pour étre activés. La phos-
phorylation de résidus sérine, thréo-
nine ou tyrosine, apportant plusieurs
charges négatives, pourrait leur per-
mettre de jouer un role semblable a
celui du glutamate des domaines Sec?7.
Le role stimulateur d’une phosphory-
lation de tyrosine a déja été décrit

s dans le cas de Vav [17]. 11 existe plu-
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sieurs résidus sérine ou thréonine
conservés dans le domaine considéré
comme le site catalytique (figure 2), et
dont la phosphorylation pourrait aug-
menter I'activité. Cependant la muta-
tion en alanine de certains de ces rési-
dus spécifiques a peu d’effet sur
I’activité d’échange. En outre, leur
mutation en glutamate, qui pourrait
mimer les phospho-sérines, a au
contraire un effet 1égérement inhibi-
teur [16]. A I’heure actuelle, la faible
activité détectée in vitro des domaines
Dbl reste donc un mystere. Il est pos-
sible que, comme dans le cas d’Arf et
des domaines Sec7, I’activité soit forte-
ment dépendante de la membrane ou
que les domaines Dbl ne reconnais-
sent Rho que sous la forme associée a
son partenaire (Rho/GDI), qui repré-
sente la forme majoritaire sous
laquelle existe Rho dans la cellule au
repos. La surface du facteur d’échange
RCCl, qui interagit avec Ran, possede
plusieurs résidus acides, I'un d’entre
eux étant impliqué dans la réaction
d’échange [18]. Il serait intéressant de
déterminer si I'un de ces résidus fonc-
tionne de maniére similaire au gluta-
mate des domaines Sec7.

Meécanisme

de dissociation

du complexe protéine G/
facteur d’échange

par le GTP

La structure d’un complexe entre
une petite protéine G vide de nucléo-
tide et son facteur d’échange permet
d’avoir une représentation de I'une
des étapes cruciales de la réaction
d’échange. Cependant on sait encore
peu de chose des étapes qui préce-
dent (reconnaissance de la protéine
G sous forme GDP par son facteur
d’échange) et qui suivent (fixation
du GTP au complexe transitoire pro-
téine G/facteur d’échange). Celles-ci
seront probablement beaucoup plus
difficilement accessibles a 1’analyse
structurale. Les études cinétiques réa-
lisées in vitro ont donc aussi un role
important pour mieux comprendre
la dynamique de I’échange.

Aussi bien dans le cas du complexe
Ras/Sos que dans celui des com-
plexes Arf/domaine Sec7 ou EF-
Tu/EF-Ts, la partie guanine du site
nucléotidique reste accessible, car le
facteur d’échange ne bloque pas
I’entrée dans ce site. Celui-ci est peu
modifié dans Arf ou EF-Tu vide, alors
qu’il Uest plus sensiblement dans Ras.
Il est cependant difficile de détermi-
ner s’il s’agit la d’une cause ou d’une
conséquence du départ du nucléo-
tide. L’accessibilité du site de la gua-
nine dans ces complexes suggere que
les phosphates sont déplacés en pre-
mier. Réciproquement, il est possible
que le groupement guanine du GTP
entre d’abord dans ce site, puis que
les phosphates réorganisent la région
switch 2 pour aboutir a la dissociation
du facteur d’échange. Il s’agit la
d’une étape limitante de la cinétique
d’échange qui est malgré tout favori-
sée sur le plan thermodynamique, le
complexe Ras-GTP étant plus stable
que le complexe Ras «vide »/facteur
d’échange.

Régulation de I'activité
des facteurs d’échange
et réle des interactions
avec la membrane

La protéine Ras est farnélysée a son
extrémité carboxy-terminale, ce qui
lui permet de s’associer a la mem-
brane plasmique [19]. En réponse
aux facteurs de croissance, 'activa-
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tion de tyrosine kinase, et le recrute-
ment du facteur d’échange Sos a la
membrane se produit par I'intermé-
diaire de la protéine Grb2. Ce recru-
tement de Sos a proximité de Ras
joue un roéle essentiel puisqu’il
concentre ces deux protéines a la
méme place, et permet sans doute
une orientation favorable de 1'une
par rapport a 'autre. Il n’y a cepen-
dant pas de raison d’envisager une
intervention directe de la membrane
dans le mécanisme d’échange pro-
prement dit [20].

En revanche, dans le cas des pro-
téines Arf, qui sont myristylées en
position amino-terminale, nous avons
pu montrer que le facteur d’échange
ARNO n’a pratiquement aucune acti-
vité sur la forme Arf-GDP en
I’absence d’une surface lipidique [8].
L’hélice amino-terminale amphiphile
bloque Arf-GDP dans une conforma-
tion ne permettant pas I’échange
avec le GTP. Les résidus hydro-
phobes situés sur une face de cette
hélice s’insérent dans une crevasse
elle aussi hydrophobe. En présence
de membranes, le myristate situé a
I'extrémité amino-terminale de cette
hélice peut s’insérer dans les lipides
et contribuer a la faire basculer dans
une conformation ou les résidus
hydrophobes s’inseérent dans la mem-
brane. Sous la forme associée au
GTP, cette hélice reste insérée dans
les lipides [21, 22]. La structure
d’Arf-GTP montre en effet que les
changements de conformation font
disparaitre la gorge hydrophobe ou
s’insérait 1’hélice amino-terminale
dans la forme GDP. Dans le com-
plexe Arf vide/domaine Sec7, cette
région a une conformation proche
de celle de la forme associée au GTP
[5], ce qui suggere que I'un des roles
du facteur d’échange pourrait étre
d’empécher le retour de I’hélice
amino-terminale dans la conforma-
tion « GDP» et de stabiliser ainsi
I'interaction d’Arf avec la membrane.
Dans ce cas, I'interaction entre Arf et
les lipides membranaires joue donc
un role essentiel pour permettre
I’échange. Les facteurs d’échange de
la famille ARNO (ceci n’est pas le cas
pour tous les facteurs d’échange
d’Arf) portent, immédiatement apres
le domaine Sec7, un domaine homo-
logue a la pleckstrine (PH) qui lie la
téte polaire du phosphatidyl-inositol
4, 5 bisphosphate (PIP2) ou du phos-
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phatidyl-inositol 3, 4, 5 trisphosphate
(PIP3), et permet le recrutement du
domaine Sec7 a la surface membra-
naire, la seulement ou la réaction
d’échange peut avoir lieu.

Les facteurs d’échange de la famille
Dbl contiennent toujours un
domaine PH situé immédiatement
apres le domaine Dbl [23]. Dans le
cas de Sos, la délétion du domaine
PH est requise pour détecter I'acti-
vité d’échange du domaine Dbl sur
Rac in vitro. In vivo, I’activation aurait
lieu par interaction du domaine PH
avec les tétes polaires des phospholi-
pides, et éventuellement apres inter-
action du domaine Cdc25 voisin avec
Ras [24]. Au contraire, dans un autre
cas, ’activité serait fortement stimu-
lée par la présence du domaine PH
[14]. Curieusement, la présence inva-
riable d’un domaine PH apres le
domaine Dbl semblerait, selon les
cas, exercer des effets opposés sur
I’activité d’échange. Le tres faible
degré de conservation des résidus
situés a l'interface entre domaines
Dbl et PH plaide en faveur de cette
possibilité. Cependant, en I'absence
de données cinétiques fiables, la
question reste posée. La détermina-
tion des structures des complexes va
sans aucun doute stimuler ces études
biochimiques détaillées.

Pour les protéines de la famille Rho,
comme pour Arf, la présence d’une
surface membranaire pourrait étre
essentielle, puisque la proximité des
lipides joue un role direct dans
I’échange, en modifiant le position-
nement de la petite protéine G par
rapport a son facteur d’échange. En
outre, un effet direct des phospholi-
pides sur la conformation du site
nucléotidique, bien que probable-
ment moins spectaculaire que dans le
cas d’Arf, n’est pas exclue.

Protéines G
hétérotrimériques

La fixation d’un agoniste sur un
récepteur a 7 domaines transmem-
branaires induit un changement de
conformation des boucles intracellu-
laires du récepteur, provoquant
I’échange GDP — GTP sur la sous-
unité a et la dissociation des sous-
unités By. Quelques années de travail
sont probablement encore néces-
saires avant que la structure d’une
protéine G hétérotrimérique vide

associée a un récepteur a sept
domaines transmembranaires soit
déterminée. Cependant, des considé-
rations topologiques appuyées par
des résultats obtenus par mutagenése
dirigée permettent d’affirmer que les
boucles intracellulaires des récep-
teurs ne peuvent pas interagir avec le
domaine nucléotidique des sous-uni-
tés o de la méme facon que Sos ou
les domaines Sec7 interagissent avec
Ras ou Arf. Cela a conduit Henry
Bourne a proposer une hypothese
séduisante selon laquelle les sous-uni-
tés By des protéines G jouent un role
important dans la transmission du
changement de conformation du
récepteur vers la sous-unité a [25].
Effectivement, Gf interagit avec les
régions switch 1 et switch 2, et I’extré-
mité carboxy-terminale de Gy inter-
agit avec le récepteur. Dans ce
modele, le récepteur prendrait appui
sur la région de Ga proche de la
membrane, et utiliserait GBy comme
relais afin qu’il provoque I'ouverture
du site nucléotidique en agissant sur
les régions switch 1 et switch 2, de
facon analogue a Sos ou ARNO. La
sous-unité B des protéines G hétéro-
trimériques a une structure en
«hélice de bateau». Or, malgré
I’absence d’homologie de séquence
significative, RCCI1, le facteur
d’échange de Ran, présente ce méme
type de structure [26]. Il serait inté-
ressant de voir si, dans le complexe,
la position de RCCI par rapport a
Ran est semblable a celle de G par
rapport a Ga.

Eventuelles applications
thérapeutiques

Un grand nombre de médicaments
utilisés a I’heure actuelle agissent
depuis I'extérieur de la cellule en
modulant I'activité de récepteurs cou-
plés a des protéines G hétérotrimé-
riques. Pour les autres protéines G
décrites dans cet article, les facteurs
d’échange sont des protéines intracel-
lulaires, d’acces moins facile. Cepen-
dant, pour la plupart de ces pro-
téines, il est désormais possible de
définir le site d’interaction avec la
protéine G correspondante, ce qui
devrait aider a concevoir des ana-
logues peptidiques (peptido-mimé-
tiques) capables d’interagir avec la
méme région et de bloquer par com-
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déterminée. Une autre approche a
été suggérée par I’étude de la bréfel-
dine A (BFA), un métabolite de
champignon couramment utilisé
pour bloquer le transport intracellu-
laire, et qui procede selon un autre
mécanisme d’inhibition (m/s 2000,
n° 1, p. 112) [27]. La BFA inhibe
Pactivité facteur d’échange de cer-
tains domaines Sec7 sur Arf. A
I'inverse d’un inhibiteur compétitif,
la BFA n’empéche pas l'interaction
entre les domaines Sec7 et Arf, mais a
au contraire pour cible le complexe
Arf-GDP-Sec7, et le bloque dans cet
état. Il est possible que la BFA s’inter-
cale entre les régions switch d’Arf-
GDP et la gorge hydrophobe du
domaine Sec7, et empéche ainsi la
réorganisation de l'interface Arf/
Sec7 lors de la dissociation du GDP.
Cette étude fournit un résultat tres
important car elle montre qu’une
drogue peut transformer une petite
protéine G dans sa forme majoritaire
(associée au GDP) en un «dominant
négatif». Celui-ci va alors former un
complexe abortif avec son facteur
d’échange et I'inhiber. La compré-
hension du mécanisme d’action de la
BFA pourrait donc aider a concevoir
de nouvelles molécules inhibant spé-
cifiquement l'activité de certains fac-
teurs d’échange [28] m
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Summary

Mechanisms of small
GTP-binding proteins activation
by their exchange factors

GTP-binding proteins are molecu-
lar switches that control multiple
aspects of cellular life and signal
transduction. These molecules
alternate between an inactive,
GDP-bound form and an active,
GTP-bound form, and their activa-
tion is controlled by «exchange
factors ». The structures of several
exchange factors and their com-
plexes formed with target small G
proteins provide a better unders-
tanding of the mechanisms indu-
cing the release of GDP and its
subsequent replacement by GTP.
The flexibility of two «switch »
regions is essential during the
exchange process and the unders-
tanding of the mechanism of inhi-
bition of one of these exchange
factors by the drug Brefeldin A
suggests that the rearrangements
that occur in these switch regions
might represent the «Achille’s
heel» by which new drugs might
inhibit some of these exchange
factors.
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