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* La conformation des protéines lors de leur
translocation dans les membranes biologiques

Le ciblage des protéines et leur trans-
location dans les membranes des dif-
férents compartiments intracellu-
laires est un phénoméne commun a
tous les étres vivants, des bactéries
aux humains (m/s suppl. au n° 10,
vol. 4, p.6). Ces mécanismes sont
nécessaires pour assurer le maintien
de la compartimentalisation cellu-
laire et le bon fonctionnement des
étapes initiales de la sécrétion des
protéines. Le probléme majeur posé
par ce type de mécanisme est que les
protéines ne peuvent traverser les
membranes biologiques tout en gar-
dant leur structure tridimensionnelle
native. Dans le cas des protéines qui
sont insérées de facon co-traduction-
nelle dans la membrane du réticu-
lum endoplasmique, la translocation
se passe a un moment ou la protéine,
en voie d’élongation n’a pas encore
acquis sa conformation finale. La
présence transitoire d’'un peptide
signal additionnel, situé générale-
ment a I'extrémité NH,-terminale de
ces protéines, pourrait également
contribuer a I'établissement d’une
conformation apte a favoriser la
translocation (m/s n°é6, vol. 2,
p.341). 11 semble donc que pour cette
classe de protéines, ce probléme
conformationnel ait trouvé une solu-
tion relativement simple. Comment,
cependant, peut-on expliquer le phé-
nomeéne dans le cas des protéines,
telles que les protéines mitochon-
driales, pour lesquelles la transloca-
tion est clairement post-traduction-
nelle ?

Au cours des quelques derniers mois,
notre connaissance du mécanisme
d’importation des protéines mito-
chondriales a grandement progressé.
Le probléme de la conformation
semble avoir trouvé un début de
réponse, et les résultats récemment
obtenus a ce sujet permettront pro-
bablement de proposer bient6t un

sssmmm modéle général pour expliquer les

678

phénoménes de ciblage vers d’autres
organites intracellulaires.

On sait que la plupart des protéines
mitochondriales sont codées par le
génome nucléaire et synthétisées,
généralement sous la forme de pré-
curseurs, sur les ribosomes libres. Il
est également bien connu que leur
translocation au travers des mem-
branes mitochondriales se fait de
facon post-traductionnelle et dépend
le plus souvent de la présence d’'une
séquence additionnelle située a leur
extrémité N-terminale. Cette
séquence est éliminée quand la pro-
téine a rejoint sa destination finale
(m/s n° 4, vol. 4, p. 258).

Afin d’identifier les changements de
conformation qui accompagnent
I'importation des protéines dans les
mitochondries, ’équipe de G. Schatz
a utilisé la dihydrofolate réductase de
souris (DHFR). La DHFR est une
protéine non mitochondriale que
I'on peut toutefois cibler vers la
mitochondrie en la fusionnant avec
la partie C-terminale du peptide
signal (22 acides aminés) de la sous-
unité IV de la cytochrome oxydase
mitochondriale. On peut donc, grace
a l'utilisation d’un systéme de syn-
thése in vitro, observer la transloca-
tion de la protéine hybride ainsi for-
mée (pCoxIV-DHFR) dans les
mitochondries. Dans ce genre
d’études, la DHFR constitue une
sonde trés utile, d’autant plus que sa
structure tridimensionnelle est
connue et peut facilement étre éva-
luée a I'aide de sondes fluorescentes
ou en étudiant, par exemple, sa sen-
sibilité a une digestion ménagée par
la trypsine. Des études antérieures du
groupe de Schatz [1] avaient montré
que la présence de la pré-séquence ne
change pas la conformation générale
de la partie DHFR. On ne peut donc
expliquer le phénoméne de translo-
cation de la protéine hybride par
I’adoption d’une conformation par-

ticuliére induite par la présence du
peptide signal hétérologue.
L’équipe de Schatz avait aussi mon-
tré que la translocation de la
pCoxIV-DHFR dans la mitochon-
drie impliquait au moins deux
étapes. Dans un premier temps, la
protéine se lie a la surface mitochon-
driale et la partie DHFR est déployée
partiellement. Cette étape est lente,
stimulée par le potentiel membra-
naire et inhibée par le méthotrexate
(un inhibiteur compétitif de la
DHFR) et ralentie a basse tempéra-
ture. Elle ne requiert pas d’ATP.
Dans un deuxiéme temps, la protéine
partiellement déployée pénétre dans
la matrice mitochondriale, perd son
peptide signal et la partie DHFR se
replie dans sa structure tertiaire
native. Cette étape est rapide, dépend
de I’ATP, ne nécessite pas de poten-
tiel membranaire. Elle a lieu méme
a basse température et est insensible
au méthotrexate [2]. D’autre part,
I’équipe de Schatz avait également
observé que les mémes change-
ments conformationnels de la
pCoxIV-DHFR caractéristiques de la
premiére étape de translocation pou-
vaient étre obtenus en utilisant de
simples vésicules lipidiques riches en
phospholipides acides et exemptes de
protéines [1].

Ces résultats ont incité ces chercheurs
a vérifier I'importance des phospho-
lipides acides dans I'importation des
protéines mitochondriales. Pour ce
faire, ils ont utilisé deux approches.
La premiére consiste a vérifier 1'effet
de I’adriamycine sur la translocation
de la pCoxIV-DHFR dans les mito-
chondries [3]. Cette drogue, qui se lie
a la cardiolipine ainsi qu’a d’autres
phospholipides acides, s’est avérée
capable de bloquer spécifiquement
la premiére étape de la translocation
de la pCoxIV-DHFR native dans les
mitochondries. Cette inhibition est
moindre pour la pCoxIV-DHFR

m/s n® 9 vol. 5, novembre 89



X —

comportant trois mutations ponc-
tuelles dans la partie DHFR qui
déstabilisent sa structure tertiaire.
Cette inhibition est complétement
éliminée si la protéine est dénaturée
avant de procéder a la translocation.
D’autre part, les auteurs ont égale-
ment vérifié que le déploiement par-
tiel du précurseur par des liposomes
riches en cardiolipine est inhibé par
I'adriamycine. I1 semble donc que
I’adriamycine puisse bloquer la
translocation du précurseur en
empéchant le déploiement du pré-
curseur et que les phospholipides
acides participent directement ou
indirectement a la translocation.

Dans une deuxiéme approche [4], les
auteurs ont vérifié si ’étape initiale

de la translocation de la pCoxIV-
DHFR pouvait avoir lieu sur des
vésicules préparées a partir de mem-
branes externes de mitochondries ou
sur des liposomes exempts de pro-
téines et dont la composition en
lipides acides est semblable a celle
des membranes externes de mito-
chondrie. Les résultats montrent que
la pCoxIV-DHFR se lie a ces deux
sortes de vésicules et que cette liaison
implique sa dénaturation partielle.
Ces résultats permettent aux auteurs
de proposer un role pour les phos-
pholipides acides de la membrane
externe de la mitochondrie lors de
I'importation des précurseurs des
protéines mitochondriales. Une pre-
miére réaction consisterait en la for-

mation de liens électrostatiques entre
le peptide signal chargé positive-
ment et les groupes acides des phos-
pholipides. La seconde réaction
impliquerait un changement de
conformation de la DHFR qui serait
induit par les phospholipides acides
(étapes 1 et 2 de la figure I).

Le mécanisme proposé par le groupe
de Schatz ne fait aucunement appel
a des constituants protéiques pour
assurer la translocation des précur-
seurs a l'intérieur de la mitochon-
drie. Cette théorie est cependant en
contradiction avec les travaux de
deux autres groupes au moins. Ainsi,
le laboratoire de Shore a montré que
si la séquence signal du précurseur
de I’ornithine transcarbamylase pou-

Précurseur replié

+'|-
+
V4
i Accumulation
Dépliement aux sites de contact
Tiss 2 3

Liaison au récepteur

- - -

Membrane*
externe

Membrane interne

Figure 1. Modéle de translocation des protéines mitochondriales. Les protéines mitochondriales sont synthétisées
sous la forme de précurseurs sur des ribosomes libres présents dans le compartiment cytoplasmique de la cellule. Ces
précurseurs, qui portent une séquence signal N-terminale additionnelle, sont reldchés dans le cytosol. Les charges positives
présentes sur le peptide signal du précurseur favorisent la liaison de ce dernier avec les charges négatives des phospholipides
présents sur la membrane externe de la mitochondrie (étape 1). L'interaction du précurseur avec ces charges négatives
de la membrane externe provoque alors un changement dans la conformation du précurseur (étape 2). Cette nouvelle
conformation favorise 1a liaison du précurseur avec la machinerie assurant la translocation (étape 3) 3 I'endroit ol les
membranes externe et interne se rejoignent. Les composants de cette machinerie sont encore mal connus. Il semble cependant
que le mécanisme implique l'intervention d’un récepteur (R) chargé de lier le précurseur dans sa nouvelle conformation et
d’initier ainsi la translocation elle-méme.
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vait faciliter I'interaction initiale de
cette protéine avec des vésicules lipi-
diques, on ne pouvait observer de
translocation dans ce systéme, méme
en présence d'un potentiel trans-
membranaire comparable a celui
trouvé dans les mitochondries in vivo
[5]. Le groupe de Neupert a égale-
ment trouvé que la digestion des sites
récepteurs a la surface mitochon-
driale par la trypsine réduisait consi-
dérablement I’efficacité du méca-
nisme d’importation de plusieurs
protéines mitochondriales [6]. De
plus, le faible niveau de transloca-
tion résiduelle observé manque de
spécificité puisqu’il permet d’impor-
ter avec la méme treés faible efficacité
les protéines mitochondriales et le
précurseur d’'une protéine normale-
ment retrouvée dans les chloro-
plastes. Selon Shore, I’association des
précurseurs avec les lipides membra-
naires ne servirait qua faciliter la
liaison ultérieure de ces protéines
avec le récepteur spécifique dont I'in-
tervention est nécessaire pour confé-
rer l'efficacité et la spécificité du phé-
noméne d’importation (étape 3 de la
figure1).

Il est également possible qu'un ou
plusieurs facteurs cytosoliques puis-
sent étre requis pour maintenir les
précurseurs des protéines mitochon-
driales dans une conformation pro-
pre a faciliter leur translocation. Jus-
qu’a présent, ces facteurs n’ont été ni
clairement identifiés ni purifiés.
Toutefois, des progrés récents réalisés
par deux équipes ont permis d’isoler
et de caractériser partiellement ces
facteurs cytosoliques a partir de lysat
de réticulocytes de lapin et de levure.
Ono et Tuboi [7] ont étudié le méca-
nisme de transport des protéines
dans la mitochondrie a I'aide d’un
peptide synthétique de 34 acides
aminés correspondant a la pré-
séquence de 'ornithine aminotrans-
férase. Ce peptide est importé dans la
matrice de la mitochondrie de foie de
rat et son transport semble s’effectuer
de facon identique a celui des pro-
téines mitochondriales normales.
L’addition d’'un extrait de lysat de
réticulocytes augmente significative-
ment le transport du peptide dans la
mitochondrie. Cette observation, qui
fait écho aux travaux antérieurs du

mmmmm groupe de Shore [8], laisse supposer
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I’existence, dans ce lysat, d'un facteur
activant I'importation du peptide.
Ce test a donc pu servir de dosage
pour suivre la purification du facteur

jusqu’a l'obtention d'une fraction

dont I’enrichissement a été estimé a
20 000 fois par rapport au lysat ini-
tial. Méme si cette fraction finale
n’est pas encore absolument homo-
géne, il semble que le facteur soit de
nature protéique, puisqu’il est inac-
tivé par un traitement a la trypsine.
En outre, il ne contient pas d’ARN,
puisqu’un traitement a la ribonu-
cléase n’a aucun effet. Une caractéri-
sation partielle du facteur permet de
proposer qu’il est composé de plu-
sieurs sous-unités et qu’il aurait un
poids moléculaire d’environ 200 000.
Ono et Tuboi avaient précédemment
obtenu une préparation partielle-
ment purifiée contenant un récep-
teur qu’ils pensent étre responsable
de I'importation de I’ornithine ami-
notransférase dans la mitochondrie
intacte [9]. IIs ont récemment recons-
titué un test de liaison in vitro en
incorporant ce candidat récepteur
dans des liposomes. A des concentra-
tions de peptide synthétique infé-
rieures a 1,5 x 10-* M, ces liposomes
lient une quantité appréciable du
peptide synthétique, pourvu qu’on
ajoute le facteur cytosolique au
milieu d’incubation. A des concen-
trations du peptide supérieures a
1,5 x 10 M, cependant, cette interac-
tion ne requiert pas la présence du
facteur car le peptide se lie de fagon
non spécifique aux lipides. Comme
la concentration des protéines pré-
curseurs dans le milieu cellulaire
n’excéde probablement pas 1,5x
102 M, le facteur cytosolique semble-
rait donc requis pour assurer l'inte-
raction d’'un précurseur de protéines
mitochondriales avec son récepteur
tant in vitro qu’in vivo. Dans ce
dernier cas cependant, I’existence de
ce mécanisme reste a prouver de
facon directe. De plus les auteurs ne
démontrent pas que cette liaison du
peptide synthétique au récepteur
présumé est 1’étape préliminaire
nécessaire a 1’accomplissement du
phénomeéne d’importation.

De leur c6té, Murakami et ses colla-
borateurs [10] ont utilisé un systéme
traductionnel de germe de blé et une
fraction cytosolique de levure appe-

l1ée PRS (post ribosomal supernatant)
pour suivre la translocation de la
delta-pyrroline-5-carboxylate déshy-
drogénase (Put2). Comme c’était le
cas pour le peptide synthétique cal-
qué sur la pré-séquence de l'orni-
thine aminotransférase, le transport
de Put2 dans la mitochondrie est
stimulé par un facteur contenu dans
le PRS de levure. L’utilisation du
systtme de la levure a cependant
I’avantage supplémentaire de per-
mettre I'introduction des techniques
de la génétique pour caractériser de
fagon précise le géne correspondant
aux facteurs identifiés par les études
biochimiques. Deshaies et al. [11] ont
ainsi démontré que I'inactivation de
certains génes de la famille des pro-
téines induites lors d’'un choc thermi-
que (heat shock proteins) provoque
I’'accumulation in vivo des précur-
seurs des protéines mitochondriales
codées par des génes nucléaires. Fait
remarquable, les mémes mutations
affectaient également la transloca-
tion des protéines de sécrétion dans
le cytoplasme de levure. Les génes
impliqués codent pour la classe des
protéines du choc thermique dont la
masse moléculaire est de 70000
(hsp70). De plus, Chirico et al. [12]
ont démontré qu'un mélange des
protéines hsp70 issues du cytosol de
levure, soit Ssalp/Ssa2p, stimule la
translocation des protéines a travers
les microsomes. D’aprés les travaux
de Murakami et al. [10], Ssal p/Ssa2p
stimule également de facon significa-
tive le transport de Put2, mais seu-
lement en présence de PRS de levure.
Le facteur du PRS semble bien étre
une protéine, puisque son action est
sensible a la chaleur et a la trypsine.
Mais alors que la protéine Ssalp/S-
sa2p est insensible au N-éthylmaléi-
mide (NEM), I'activité stimulatrice
du PRS est inhibée par le NEM et
contiendrait donc un groupe sulfhy-
dryle nécessaire a son activité.

Ces résultats permettent donc de pro-
poser deux hypothéses: (1) les pro-
téines du choc thermique Ssalp/-
Ssa2p semblent importantes pour
assurer la translocation des protéines
destinées a la sécrétion comme de
celles destinées aux mitochondries ;
(2) le facteur cytosolique identifié
dans le PRS de levure est distinct de
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Ssalp/Ssa2p mais semble tout aussi
nécessaire a la translocation, au
moins en ce qui concerne les pro-
téines mitochondriales.

Le groupe de Murakami [6] propose
que le facteur sensible au NEM pour-
rait ressembler au SRP (signal reco-
gnition particle) (particule de recon-
naissance du peptide signal qui est
essentielle a la translocation dans le
réticulum endoplamisque rugueux)
(m/s n°é6, vol.2, p.341). Tout
comme le SRP, il serait chargé de
reconnaitre et de lier la séquence
signal des précurseurs de protéines
mitochondriales pour assurer par la
suite leur transport du cytoplasme
vers la mitochondrie. L’interaction
du facteur sensible au NEM avec le
récepteur sur la membrane mito-
chondriale externe causerait la disso-
ciation entre le facteur et la séquence
signal de facon que cette séquence
interagisse avec un autre récepteur
situé cette fois dans la zone de contact
entre les membranes externe et
interne. Les auteurs n’ont malheu-
reusement pas apporté la preuve
directe que le facteur sensible au
NEM se lie a la séquence signal des
précurseurs mitochondriaux. En
I'absence d’une telle preuve, ce méca-
nisme reste une hypotheése séduisante
dont la confirmation permettrait
d’expliquer par une théorie unifica-
trice deux mécanismes de transloca-
tion dans des organites différents : le
réticulum endoplasmique et la mito-
chondrie.

L'ensemble de ces travaux semble
donc démontrer que I’établissement
de la structure tertiaire de protéines
destinées a étre transférées dans la
membrane d’'un organite cible pour-
rait étre contr6lé par des facteurs
cytosoliques. Cette structure pourrait
aussi étre modifiée dans une étape
préliminaire a la translocation par
I'action de certains lipides membra-
naires chargés négativement ll
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