s de rat,
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Les adéenylyl cyclases des mammiféeres

L’un des paradigmes actuels de
I’endocrinologie est qu’a chaque
fonction de signalisation correspond
non pas une protéine, mais une
famille de protéines [1]. C’est le cas
des récepteurs hormonaux, des pro-
téines G, des protéine kinases, etc.
I aurait été étonnant que I’adénylyl
cyclase, glycoprotéine membranaire
et enzyme clé de la synthése de
I’AMPc, échappat a cette loi. On
soupc¢onnait depuis longtemps I'exis-
tence de formes multiples de
I'enzyme, différant par leur sensibi-
litt au complexe calmoduline-
calcium ou par la taille (de 120 a
150 kDa, différence sans doute liée
au degré de glycosylation). On con-
naissait aussi depuis longtemps une
« petite » forme (46 kDa) testiculaire
insensible aux régulations classiques
(GTP, forskoline, calmoduline) a
I'exception de I'adénosine [2].

Grace aux différents travaux de clo-
nage réalisés depuis la premiere
publication du groupe de Gilman
en 1989, on dénombre actuellement
huit formes d’adénylyl cyclase, sans
compter la petite forme testiculaire
dont I'’ADNc n’a toujours pas été
cloné. La premiere adénylyl cyclase
de mammifére (typel) a été carac-
térisée a partir d’une librairie
d’ADNc de cerveau de bceuf [3].
Depuis, les ADNc de sept nouveaux
types d’adénylyl cyclase de mammi-
fere ont été clonés[4, 5]. Les
séquences codant pour les typesII a
VI ont été entierement identifiées et
séquencées, alors que les types VII et
VIII n’ont été, a ce jour, que par-
tiellement caractérisés, a partir de
clones d’ADNc de différents tissus
de chien, de souris et

d’homme, et de diverses lignées cel-
lulaires (Tableaul). Ces ADNCc
codent pour des protéines compor-
tant entre 1090 et 1 184 acides ami-
nés qui présentent une structure
quasiment dupliquée (figure ). Les
deux larges domaines hydrophobes,
M1 et M2, contiennent chacun six
segments transmembranaires et trois
régions cytosoliques (I’extrémité N-
terminale et deux larges domaines
cytoplasmiques Cl et C2). Les deux
portions intracellulaires Cl et C2
sont fortement similaires entre elles.
Certaines portions de séquences sont
méme identiques avec des régions
des guanylyl cyclases. En revanche,
la séquence des traversées membra-
naires est tres différente d’une
forme a l'autre. Cette topographie
ressemble a celle des canaux cal-
cium sensibles aux dihydropyridines,
des canaux potassium, des transpor-
teurs du glucose, et de la protéine
P, le produit du gene MBPR (multi-
drug resistance), protéines qui jouent
un role de transporteur et posseédent
des sites spécifiques pour I'ATP.
[’étude de la structure de la pro-
téine a méme amené Krupinski et
al. [3] a proposer un roéle supplé-
mentaire, hypothétique, de transpor-
teur pour I’adénylyl cyclase.

Phylogénie
et répartition

On retrouve une activité adénylyl
cyclase dans pratiquement toutes les
especes. Comme I’a bien démontré
Danchin [6], il existe en fait trois
familles de protéines, sans caractéres
de similarité entre elles, qui posse-
dent cette activité (1) : les adénylyl
cyclases dites « toxiques » ; sécrétées

par Bordetella pertussis et Bacllus anth-
racis, elles pénétrent dans leurs cel-
lules hétes ou elles sont activées par
la calmoduline qui y est présente.
Elles ont une activité spécifique tres
élevée et contiennent une séquence
GXXXXGKS/T*, spécifique de la
liaison de I'ATP; (2) les adénylyl
cyclases des entérobactéries : présen-
tes dans E. coli, S. typhymurium, E.
chrysantemi et aussi dans P. multicida,
elles possedent a leur extrémité C-
terminale un domaine régulateur,
site de I’action inhibitrice de la pro-
téine CAP (catabolite activator protein) ;
(3) ; la famille des adénylyl-guanylyl
cyclases des eucaryotes inclut aussi
I'adénylyl cyclase de Rhizobium meli-
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Figure 1. Structure des adénylyl
cyclases eucaryotes. Les domaines
hydrophobes M, et M, contiennent
chacun six segments transmembra-
naires. Les domaines hydrophiles N,
Cia Ci Gy et Cyy sont des domai-
nes cytoplasmiques.
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Tableau |
DIFFERENTS TYPES D’ADENYLYL CYCLASE
Type | ] ]| v A" Vi Vil vill

Nombre d’acides 1134 1090 1144 1064 1184 1164, 1180( clonage clonage

aminés de I'’ADNc | de I'ADNc

non achevé|non achevé

Poids moléculaire| 124000 123000 129 000 119000 130800 130 000 — —

ARN messager 11,6 4,1-4,2 4,7 3,5 5-7 6,1-6,6 6,7 10,5

(kb) (2 variant

en 5')

Tissu d’origine cerveau cerveau tissu testicule coeur cellules S49| cellules cerveau
(bceuf et (rat olfactif (rat) (chien), foie| et NC20, | S49, HEL, | (homme,
homme) |et homme) (rat) et rein (rat) coeur HEK293 rat)

(chien, rat),
foie et rein
(rat)
Expression cerveau cerveau, | épithélium | cerveau, cerveau, cerveau, cerveau, cerveau,
{Northern) poumon, olfactif, | foie, cceur, | foie, cceur, | foie, cceur, | cceur, foie | testicule
coeur cerveau rein, rein, rein,
poumon poumon, poumon,
testicule testicule

Chromosome 7p12 5p15 2p23 (14) 3qg21 12913 — 8qg24

humain

loti (gram) et de Brevilacterium ligne- laire provient d’'un géne codant Structure

faciens (gram*). Ces cyclases ne con-
tiennent pas de séquence
GXXXXGKS/T* . Entre dans cette
famille la cyclase de levure qui n’est
pas activée par une protéine G hété-
rotrimérique, mais par RAS, I'équi-
valent chez la levure des petites pro-
téines G de type p21™.

Entre les adénylyl cyclases des mam-
miféres connues a ce jour, il existe
une similarité globale de 50 %. On
peut distinguer en gros quatre sous-
familles: le typel, dont le type VIII
ne serait pas trop éloigné ; le type Il
auquel se rattachent les types IV et
VII; les typesV et VI; le type IIl. A
I'heure actuelle, on ne sait pas
encore si la « petite » forme testicu-

* Code des acides aminés a une lettre: G: Gly
K: Lys; S: Ser; T: Thr; X : nimporte quel acide
aminé.
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pour une «grande» forme par épis-
sage différentiel ou utilisation d’un
promoteur spécifique dans la lignée
spermatocytaire, ou bien si elle
résulte de I'expression d'un géne
spécifique.

En ce qui concerne la localisation
tissulaire des formes connues, des
travaux publiés a ce jour et qui ont
surtout porté sur le rat, il apparait
que tous les types d’adénylyl cyclase
et plus spécifiquement les types]|, II,
IIT et VIII sont exprimés dans le cer-
veau. Les typesIV, V et VI sont dis-
tribués plus largement dans le cer-
veau, le foie, le cceur, le rein, le
poumon et le testicule, et le type VII
dans le cerveau et le cceur. A ce
jour, ces distributions sont surtout
connues par analyse des ARN en
Northern blot. Peu d’études systéma-
tiques par hybridation in situ ont été
pratiquées [7-9]. Des anticorps spé-
cifiques ne sont pas encore
disponibles.

et activité

Diverses formes, tronquées ou intac-
tes, des adénylyl cyclases, ont été
exprimées dans quelques lignées cel-
lulaires ou I'activité endogene était
faible. Des travaux réalisés avec le
type I, il ressort que les deux bou-
cles cytoplasmiques sont indispensa-
bles a I'activité catalytique, qu’elles
soient exprimées indépendamment
ou sous forme d’une molécule uni-
que. Il n’est pas impossible que la
mobilité relative des deux portions
de la molécule native dans la mem-
brane plasmique joue un roéle
important dans [’activité de
I'enzyme, et que la forskoline, acti-
vateur quasi universel mais mysté-
rieux, agisse sur ces phénomenes de
fluidité [5].

Les dosages des activités adénylyl
cyclasiques sur des préparations
membranaires isolées ont permis de
décrire toute une série de régula-
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tions, positives ou négatives. De
nombreuses indications indirectes
conduisent a postuler que chaque
cellule comporte plus d’un type de
cyclase. Les techniques actuelles de
transfection, dans des systemes cel-
lulaires privilégiés, permettent d’affi-
ner les descriptions anciennes et de
répondre en particulier a la ques-
tion: toutes les adénylyl cyclases
sont-elles sensibles aux mémes régu-
lations ? Ce travail d’analyse ne fait
que débuter. Il éclairera sans aucun
doute d’un jour nouveau les régu-
lations fines de la synthese de
I’AMPc, spécifiques de tissus. On
peut, d’ores et déja, décrire quel-
ques différences majeures entre les
divers types enzymatiques connus
(5, 6

L’activation de I'adénylyl cyclase est
classiquement due a la sous-unité o
de la protéine Gs, sous sa forme
liant le GTP. Le site d’interaction de
Gso. avec les adénylyl cyclases n’a
pas été identifié. En revanche, un
site d’interaction du complexe
calmoduline-calcium, qui active
directement les cyclases de type I et
[1I, indépendamment des protéines
G, a été étudié sur le typel par
mutagenése dirigée [10]. Ce site
implique, en particulier, la phény-
lalanine en position 503, car son
remplacement par une arginine sup-
prime entierement la sensibilité de
I’enzyme a la calmoduline in wvitro,
et a toute augmentation de calcium
en systeme cellulaire.

Les mécanismes d’inhibition sont
moins bien connus. Classiquement,
on attribuait I'inhibition de I'activité
a la libération des sous-unités By a
partir de Gi, sous-unités qui pou-
vaient alors lier, et donc inactiver,
les sous-unités as libres. Deux méca-
nismes complémentaires viennent
corriger cette hypothese : (1) la sous-
unité oi peut inhiber directement
I'adénylyl cyclase, comme cela a été
montré dans un certain nombre de
cas [11] et plus directement pour les
typesIl, III et VL. Il est intéressant
de noter que I'inhibition du type II
est levée par la protéine kinase C;
(2) les sous-unités Py ellessmémes

s peuvent avoir un role direct. Elles

Tableau Il

REGULATIONS SPECIFIQUES DE QUELQUES TYPES
D'ADENYLYL CYCLASES

LI/ < - T [P

adénosine

Types V/VL.......cccccc....

Activé par calmoduline et PKC, inhibé par GBy
et adénosine

Activé par GBy et PKC (++), inhibé par Gai et

Activé par calmoduline et PKC, inhibé par ai et
adénosine

Inhibé par Gai, le calcium a faible concentration,
PKA et I'adénosine

Tous les types sont actives par Gsa et forskoline, a I'exception du type testiculaire.

inhibent le type I, mais stimulent les
typesIl et IV si ces derniers ont été
préalablement activés par Gso [12].
Elles n’ont aucun effet direct sur les
types IV, V et VI. Le calcium, a une
concentration micromolaire, peut
aussi inhiber directement, mais par-
tiellement, les cyclases de type V et
VI. En revanche, I'adénosine, par
I'intermédiaire d’un site dit P,
inhibe probablement toutes les
cyclases, bien que cet effet n’ait été
démontré que pour les typesl, V et
VI [5].

Enfin, la protéine kinase C active
fortement la cyclase de type II,
modérément les types I et III, et pas
du tout les typesIV, V et VI [13-15].
La protéine kinase A inhibe sans
doute certains types de cyclases, bien
que cela n’ait pas été directement
montré. Ce phénomene est vraisem-
blable, car toutes les cyclases, sauf le
type IV, contiennent des sites de
phosphorylation potentiels par la
PKA. Il pourrait rendre compte de
certains phénomeénes de désensibili-
sation hétérologues [5]. Certaines de
ces régulations sont résumées dans
le tableau II.

Localisation
chromosomique

La localisation chromosomique chez
I’homme des cyclases de type II, 111,

V, VI et VIII a été faite par notre
laboratoire en collaboration avec le
groupe de M.G. Mattéi (Inserm
U. 242) [16, 17], et celles des types|
et IV par des groupes américains. Le
résultat majeur de ces études, indi-
qué dans le tableau I, est que le géne
de chaque type d’adénylyl cyclase est
localisé sur un chromosome diffé-
rent. Cela indique bien sir que
I’évolution phylogénique des divers
types a partir d’un ancétre commun
avec les guanylyl cyclases est
ancienne. On peut aussi conclure
que chaque cyclase voit sa syntheése
propre réglée par un promoteur
spécifique. I est a noter que les
genes des guanylyl cyclases membra-
naires ou solubles ont été aussi loca-
lisés sur les chromosomes différents
1,4, 5 et 9[18]. A ce jour, aucune
maladie génétique n’a été attribuée
a une anomalie de I'adénylyl cyclase.
Dans un article récent [19], Berry-
Kravis et Huttenlocher ont décrit
une diminution de la production
d’AMPc dans des plaquettes prove-
nant de sujets présentant un
syndrome de I'X fragile; parmi les
cyclases connues actuellement,
I'absence de gene sur le chromo-
some X rend une implication
directe de l'enzyme au cours du
syndrome de I'X fragile peu vraisem-
blable. En revanche, il n’est pas
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impossible qu'une mutation d’un
seul des types d’adénylyl cyclase
puisse entrainer un tableau clinique
trés spécifique. En particulier, a
I'image des résultats rapportés pour
des protéines G ou certains récep-
teurs hormonaux, on pourrait pen-
ser qu'une mutation découplant
I'activité cyclasique de toute régula-
tion pourrait transformer I'enzyme
en oncogene.

Vers

une physiopathologie

spécifique

Depuis la découverte du systeme de
I’AMPc par Sutherland, a la fin des
années 1950, on n’a apprécié I'acti-
vité de synthese du second messager
que par le dosage global de '’AMPc
intracellulaire, ou celui de I'activité
cyclasique dans des préparations
d’homogénats ou des membranes
purifiées.

La connaissance dont I’on dispose a
I’heure actuelle d’au moins neuf
types de cyclases (et sans doute
plus) conduit a poser une série de
questions nouvelles : combien y a-t-il
de cyclases différentes dans une
méme cellule? Comment cela
modifie-t-il la compréhension des
régulations cellulaires? Comment
s’établit la spécificité tissulaire au
cours du développement ? Comment
les différents promoteurs sont-ils
réglés? Comme pour les questions
analogues qui portent sur les récep-
teurs hormonaux et les protéines G,
il s’agit la de problémes fondamen-
taux en biologie du développement.
En dehors de I'hybridation in situ
(par exemple, voir [7-9]), on peut
sans crainte de se tromper prédire
que seule T'utilisation systématique
d’outils moléculaires (dosages spéci-
fiques des ARNm ou des protéines,
utilisation de systémes antisens, etc.)
ou d’approches expérimentales nou-
velles (mutagenése, recombinaison
homologue, transgéneése), permettra
des progrés dans le domaine M
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