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En rabsence d’hormone, le récepteur
de lI'érythropoiétine est déja

Il est classiquement admis que les
récepteurs de cytokines et les récep-
teurs a activité tyrosine kinase fonc-
tionnent selon un mécanisme de
dimérisation voire de multimérisa-
tion induite par leur ligand. Cette
dimérisation rapproche les tyrosine
kinases associées au récepteur ou
constituant une partie du récepteur
lui-méme et permet ainsi leur activa-
tion par transphosphorylation. Ce
processus que personne ne conteste
aujourd’hui fut longtemps opposé a
une théorie selon laquelle ’activa-
tion du récepteur et la stimulation de
I’activité tyrosine kinase résultaient
de la modification conformationnelle
du récepteur induite par la fixation
du ligand. Deux articles publiés
récemment dans Science réconcilient
en partie ces deux conceptions [1,
2]. Des expériences de co-cristallisa-
tion avaient déja montré que la
forme activée du récepteur de I'éry-
thropoiétine est un trimére constitué
d’une molécule d’érythropoiétine et
de deux molécules de récepteur [3],
confirmant de tres nombreuses
études fonctionnelles qui con-
cluaient a la nécessité de la dimérisa-
tion du récepteur pour déclencher
une transmission du signal intracellu-
laire. Les résultats publiés dans ces
deux articles de Science démontrent
de facon tres claire qu’en I'absence
d’érythropoiétine, le récepteur est
déja dimérisé et que I'érythropoié-
tine ne provoque pas la dimérisation
du récepteur, mais change I’orienta-
tion relative des deux molécules de
récepteur, permettant ainsi le rap-
prochement des tyrosine kinases
JAK2 associées a leur partie intracel-
lulaire (figure 1) [4] (m/s 1994, n°2,
p. 202 et 1995, n°6, p. 927). Pour arri-
ver a cette conclusion, Livnah et al.
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ont d’abord cristallisé la partie extra-
cellulaire du récepteur et ont
constaté que cette région formait
spontanément des dimeres. De facon
remarquable, les mémes acides ami-
nés du récepteur sont impliqués dans
la liaison de I’érythropoiétine et dans
la formation du dimeére inactif en
I’absence de ligand. L’organisation
spatiale du récepteur est tres diffé-
rente dans les deux cas. En I'absence
d’hormone, le dimere adopte une
structure en croix qui éloigne consi-
dérablement les extrémités carboxy-
terminales de la partie extracellulaire
du récepteur. Puisque, dans le récep-
teur complet, ces extrémités sont sui-
vies de la partie transmembranaire
puis de la partie intracellulaire, on
pouvait supposer que cette organisa-
tion éloignait fortement les parties
intracellulaires I'une de I'autre. C’est
ce que démontre de facon tres élé-
gante l'article de Remy et al. [2]. Ces
auteurs avaient préalablement mon-
tré qu’on peut reconstituer une
enzyme dihydrofolate réductase
(DHFR) active a partir de ses frag-
ments amino- et carboxy-terminaux si
on les fusionne a des séquences pro-
téiques capables de dimériser [5].
Les données de la cristallographie du
récepteur de I'érythropoiétine indi-
quaient qu’en l’absence d’érythro-
poiétine, la distance entre les extré-
mités carboxy-terminales des deux
molécules de récepteur était de 73 A.
Les auteurs ont alors estimé que s’ils
greffaient les extrémités amino- et
carboxy-terminales de la DHFR juste
apres la région transmembranaire du
récepteur de I’érythropoiétine, cette
distance était trop importante pour
reconstituer une enzyme fonction-
nelle (figure IA), mais qu’en interca-
lant un espaceur flexible de longueur

un dimere

suffisante entre le récepteur et les
parties de I’enzyme on devait pouvoir
reconstituer I'enzyme. Ils ont calculé
qu’un espaceur de 20 A, résultant de
la liaison de bacides aminés devait
étre trop court, mais qu’un espaceur
de 120 A (30acides aminés) devait
permettre de reconstituer une
enzyme fonctionnelle si les données
de la cristallographie pouvaient étre
transposées a des récepteurs insérés
dans une membrane et donc placés
dans leur environnement physiolo-
gique normal. Leurs résultats confir-
ment totalement cette hypothése: en
I'absence d’érythropoiétine, un espa-
ceur de 120 A permet de reconstituer
une enzyme DHFR active alors qu'un
espaceur de 20 A ne permet pas cette
reconstitution (figure 1B). Les don-
nées de cristallisation de I’érythro-
poiétine avec son récepteur mon-
traient que la présence du ligand
diminuait la distance entre les parties
carboxy-terminales des domaines
extracellulaires du dimere de récep-
teurs a 39A. Cette distance devait
permettre de reconstituer la DHFR
avec un espaceur de 20 A. C’est effec-
tivement ce que montrent les résul-
tats de Remy et al.: I'addition d’éry-
thropoiétine permet de reconstituer
une enzyme active avec un espaceur
de 5acides aminés (figure 1C). L'en-
semble de ce travail montre donc
que le récepteur de I’érythropoiétine
forme un dimeére en I’absence de
ligand et que la fixation d’érythro-
poiétine ne provoque pas la diméri-
sation du récepteur comme on le
supposait jusqu’a présent, mais sim-
plement un rapprochement des par-
ties intracellulaires. Qu’en est-il des
tyrosine kinases JAK2 qui assurent le
déclenchement de la transmission du

signal intracellulaire ? On sait que ces m——
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B Espaceur de 5 acides aminés (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)

@€» €D Domaines N- et C- terminaux de la DHFR

Figure 1. Schéma explicatif des expériences de Remy et al. Si les deux
domaines (D1 et D2) de la DHFR ne sont espacés de la partie transmembra-
naire que par 5acides aminés, une enzyme active est reconstituée en pre-
sence d’érythropoiétine (C) mais pas en son absence (A). En revanche, la pré-
sence d’un espaceur de 30 acides aminés permet la reconstitution de
I’enzyme en I'absence d’érythropoiétine (B). Si les fragments de la DHFR sont
fixés a I'extrémité carboxy-terminale des kinases JAK2, la reconstitution de
I’activité DHFR n’est possible qu’en présence d’érythropoiétine (D et E).

tyrosine kinases sont associées a la
partie du récepteur située juste sous
la membrane. Le rapprochement ou
I’éloignement des domaines trans-
membranaires devrait donc étre
transmis de facon efficace aux molé-
cules JAK2. Ce dernier point a été
vérifié par Remy et al. qui ont greffé
les fragments de la DHFR a I'extré-
mité carboxy-terminale des molé-
cules JAK2. Notons que cette extré-
mité est constituée par le domaine
catalytique de JAK2. Bien que I’asso-
ciation de JAK2 avec le récepteur de
I’érythropoiétine ne requiert pas la
liaison de I’hormone (un résultat

déja acquis que les auteurs de cet
article confirment avec le syst¢eme de
reconstitution DHFR), et malgré la
dimérisation du récepteur en
I’absence d’hormone, la reconstitu-
tion de l'activité DHFR a partir des
fragments de I’enzyme fixés sur JAK2
n’est observée que lorsque les cel-
lules sont stimulées par de I'érythro-
poiétine (figure 1E). Cela indique que
les domaines catalytiques des deux
molécules JAK2 sont éloignés lorsque
le récepteur n’est pas activé (figure
1D) et que la fixation du ligand rap-
proche fortement ces domaines
(figure 1E). Apres ce travail, on peut se

demander quel est le degré d’univer-
salité de ce mécanisme. Les auteurs
citent des résultats d’expériences de
transfert d’énergie de fluorescence
qui suggerent que les récepteurs des
interleukines-1 et 2, ainsi que le
récepteur de 'EGF (epidermal growth
Jactor) pourraient exister sous forme
dimérique en I’absence de ligand.
D’un point de vue plus général, ce
résultat pourrait expliquer pourquoi
de nombreux récepteurs a activité
tyrosine kinase sont activables a 4°C
alors qu’a cette température la mobi-
lité des protéines dans les membranes
est tres fortement réduite. Si, comme
on peut le supposer, ce résultat est
applicable a d’autres récepteurs que
celui de I'érythropoiétine, ces deux
articles pourraient nous amener a
modifier de facon trés significative
notre vision de leur fonctionnement.
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