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Roéle de motifs protéiques
amphiphiles

dans les processus

de reconnaissance

La reconnaissance d’un récepteur par son ligand ou du site
actif d’'une enzyme par son substrat implique une trés
grande spécificité. Cependant, un certain nombre d’ob-
servations contredisent ce modéle : des apolipoprotéines
de séquences trés différentes manifestent des activités
biologiques trés proches ; le nombre de séquences pepti-
diques responsables du ciblage des protéines mitochon-
driales dépasse sans doute le nombre de récepteurs dis-
ponibles sur la membrane mitochondriale ; la calmodu-
line s’associe a des protéines trés différentes, et module
leur activité biologique, etc. L’examen des séquences
impliquées dans ces processus de reconnaissance montre
que celles-ci adoptent une structure hélicoidale amphiphile
ou amphipathique au sein de laquelle les acides aminés
hydrophiles et hydrophobes se répartissent en deux
domaines distincts. C’est la distribution des acides aminés
hydrophobes et hydrophiles plutét que leur séquence
qui détermine une reconnaissance a large spectre.

lassiquement, le processus
de reconnaissance entre
un récepteur et son li-
gand, le site actif d’une
enzyme et son substrat, im-

drions faire comprendre par
quelques exemples significatifs ; la lis-
te n’est évidemment pas exhaustive.

Interchangeabilité

plique un mécanisme d’une grande
spécificité. Cependant, un tel méca-
nisme rend difficilement compte
d’un certain nombre d’observations,
et notamment du fait qu'une séquen-
ce peptidique ou protéique peut re-
connaitre plusieurs partenaires diffé-
rents. Qu’est-ce qui permet une telle
souplesse dans la reconnaissance mo-
léculaire? C'est ce que nous vou-

de domaines impliqués
dans la fusion
virus-cellule hote

De facon trés schématique, le méca-
nisme d’infection d’une cellule par
un rétrovirus procéde en plusieurs
étapes : (1) fixation du virus sur la
cellule cible ; (2) fusion de I’envelop-

pe virale et de la membrane plas- e
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mique de la cellule héte et injection
du matériel génétique dans la cellu-
le; (3) réplication du matériel viral.

La premicre étape est tres spécifique
et requiert la présence d’un récep-
teur sur la membrane plasmique. La
seconde étape procéde par un méca-
nisme plus général mais qui reste mal
compris, du moins en termes molé-
culaires. Dans le cas du VIH (virus de
I'immunodéficience humaine) (figu-
re 1), la reconnaissance entre une
protéine virale gpl120 et le récepteur

Membrane
A virale
gp 120 L
Peptide de fusion
cD,

Membrane cellulaire

4

Figure 1. Représentation schéma-
tique du mode d’interaction d’un ré-
trovirus (VIH) avec sa cellule cible. A.
La premiere étape, trés spécifique,
est l'interaction d’une protéine virale
(gp120) avec un récepteur sur la
membrane plasmique (CD4). B. La
deuxieme étape suit un changement
conformationnel des protéines vi-
rales : les membranes virale et cellu-
laire se rapprochent et le peptide N-
terminal hydrophobe de la gp41
pénétre dans la bicouche lipidique
de la cellule héte, ce qui déstabilise
la membrane et permet le mélange
des phases lipidiques et aqueuses.

cellulaire CD, induirait une modifica-
tion de la structure des protéines vi-
rales [1]. Ce changement conforma-
tionnel aurait un double effet : d’'une
part, le rapprochement des mem-
branes virales et cellulaires et,
d’autre part, la pénétration du pepti-
de N-terminal hydrophobe de Ia
gp4l dans la bicouche lipidique de la
cellule héte avec pour conséquence
la déstabilisation de la membrane et
le mélange des phases lipidiques et
aqueuses. La participation de ce pep-
tide N-terminal au processus de fu-
sion a été démontrée par des expé-
riences de mutagenese dirigée [2],
notamment dans le cas du VIH.

La caractéristique principale du do-
maine N-terminal de la protéine de
fusion des rétrovirus est son hydro-
phobicité. Cependant, des travaux ré-
cents suggerent que ce n’est sans dou-
te pas le seul paramétre essentiel. En
effet, le géne codant pour la protéine
de fusion de BLV (bovine leukemia vi-
rus) a été modifié de telle facon que la
protéine de fusion du BLV porte le
domaine fusogene du SIV (simian im-
munodeficiency virus). Des lymphocytes
ont été infectés par les vaccins recom-
binants et la formation de syncytia
(cellules polynucléées) a été utilisée
comme critére d’activité fusogéne. La
formation de cellules polynucléées ré-
sulte essentiellement de la fusion des
cellules infectées portant des pro-
téines virales fusogénes a leur surface
et de cellules non infectées. La substi-
tution du domaine N-terminal n’affec-
te pas le processus de formation de
syncytiums [3]. Fait intéressant, les sé-
quences des extrémités NH,-termi-
nales du SIV (Gly-Val-Phe-Val-Leu-Gly-
Phe-Leu-Gly-Phe-Leu-Ala) et du BLV
(Ser-Pro-Val-Ala-Ala-Leu-Thr-Leu-Gly-

Leu-Ala-Leu) sont différentes mais la
distribution des acides aminés hydro-
phobes et hydrophiles a la surface
d’une structure hélicoidale est similai-
re [4]. Ce rassemblement des acides
aminés hydrophobes et hydrophiles
sur la surface de I'hélice confére une
double affinité pour un environne-
ment hydrophile et hydrophobe. On
parle dans ce cas d’hélice amphiphile.
Il a été suggéré que ce type de distri-
bution jouerait un réle déterminant
dans la déstabilisation de la bicouche
lipidique qui précéde le mélange des
phases aqueuse et lipidique du virus et
de la cellule ; il caractérise le domaine
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fusogéne N-terminal de plusieurs virus
(4, 5].

Cette constatation a stimulé la mise
en ceuvre d’une recherche a visée
thérapeutique. En effet, I'association
d’un peptide amphiphile au peptide
fusogéne devrait masquer le domai-
ne hydrophobe ou hydrophile, alté-
rer le motif amphiphile et donc I’ac-
tivité fusogéne. Ainsi, I’Apo Al [6]
bloque Iactivité fusogéne du virus
VIH, ou plus exactement sa capacité
d’induire la formation de syncy-
tiums. Cette protéine est, comme
I'indique la figure2A, constituée
d’'une succession de structures héli-
coidales amphipathiques susceptibles
d’interagir avec ’extrémité NH-ter-
minale du VIH ou du SIV [7].

Ce type d’approche, fondée sur un
spectre de reconnaissance peptide-
peptide relativement peu spécifique,
laisse augurer d’une activité antivira-
le a large spectre, c’est-a-dire contre
une série de virus d’une méme famil-
le. Dans la structure virale, ce pepti-
de fusogene est d’ailleurs vraisembla-
blement protégé de I’environnement
aqueux par une structure peptidique
complémentaire, associée a la protéi-
ne de fusion ou a la protéine de re-
connaissance. Cela a été bien illustré
dans le cas du BLV [8]. En effet, une
modification de la distribution des
acides aminés hydrophobes et hydro-
philes dans le peptide protégeant le
peptide N-terminal modifie les pro-
priétés fusogeénes [8]. Le role de
peptides antiviraux potentiels serait
de rompre de telles associations.

Les apolipoprotéines
responsables

du transport du
cholestérol et des lipides :
des séquences trés
différentes caractérisées
par la répétition d’'un
méme motif amphiphile

Plusieurs apolipoprotéines (Apo A-l,
Apo A-1V, Apo-E) [9, 10] possédent
la propriété de s’associer aux phos-
pholipides et de permettre la forma-
tion de structures lipidiques discoi-
dales_dont le diamétre est d’environ
100 A et I'épaisseur celle d’une bi-
couche lipidique. C’est sous cette for-
me que les HDL (high density lipopro-
teins) sont synthétisées par le foie. Ces
disques lipidiques (figure 3) sont ca-
m/s n° 2, vol. 11, fevrier 95

pables, dans un certain nombre de
cas, d’extraire le cholestérol des cel-
lules [11] dans lesquelles il s’est ac-
cumulé et de le transformer, via I'in-
tervention d’'une enzyme spécifique,
la lécithine cholestérol acyltransféra-
se, en ester de cholestérol. L’ester de
cholestérol migre vers le centre de la
particule et lui confére une forme
sphérique. C’est sous cette forme, ca-
ractéristique des HDL circulant dans
le plasma, que le cholestérol est éli-
miné via le foie.

La formation de disques lipidiques
pose cependant un probléme de sta-
bilité. En effet, comment les chaines
acylées des phospholipides vont-elles
échapper a I’environnement aqueux ?
La réponse se trouve dans un examen
plus approfondi de la séquence de
différentes apolipoprotéines. Si ces
séquences sont différentes, elles se ca-
ractérisent par une succession de do-

maines peptidiques susceptibles de
s'organiser en hélices amphiphiles
(figure 2A) et séparés par quelques
acides aminés dont généralement un
résidu proline. Chaque séquence am-
phipathique est constituée d’une
vingtaine d’acides aminés. La distri-
bution des acides aminés sur I’hélice
amphipathique se caractérise par un
domaine hydrophobe moins étendu
que le domaine hydrophile (figure 2B)
[12]. La face hydrophobe de chacune
de ces hélices s’associerait a la chaine
acylée des phospholipides alors que
le domaine hydrophile s’orienterait
vers la phase aqueuse [12]. Ce mode-
le est en accord avec le fait expéri-
mental en ce qui concerne le nombre
d’apolipoprotéines par particule, la
dimension du disque, et ’orientation
des hélices amphipathiques dans le
complexe [12-14].

Ce type d’organisation pourrait per-

1 Asp Glu Pro Pro Gin Ser Pro Trp Asp Arg Val Lys Asp Leu Ala
16 Thr Val Tyr Val Asp Val Leu Lys Asp SerGly Arg Asp Tyr Val
31 Ser Gin Phe Glu Gly Ser Ala Leu Gly Lys Gin Leu Asn Leu Lys
46 Leu Leu Asp Asn Trp Asp SerVal Thr SerThr Phe Ser Lys Leu
61 Arg Giu GIn LeuGty PRo Val Thr Gin Glu Phe Trp Asp Asn Leu

76 Glu Lys Glu Thr Glu Gly Leu Arg GIn Glu Met Ser Lys Asp Leu
91 Glu Glu ValLysAla Lys Val Gin Pro TyrLeu Asp Asp Phe Gin

106 Lys Lys Trp GIn Glu Glu Met Glu Leu TyrArg GIn Lys Val Glu

121 ProLeu Ala Arg GIn Lys Leu His

136 GluLeuGIn Glu Lys Leu Ser Pro Leu Gly Giu Glu Met Arg Asp

151 Arg Ala Arg Ala His Val Asp Ala Leu Arg Thr His Leu Ala Pro
166 Tyr Ser Asp Giu Leu Arg GIn Arg Leu AlaAla Arg Leu Glu Ala

Ala GluLeuGin Glu

181 Leu Lys Glu Asn Gly Gly Ala Arg Leu Ala Glu Tyr His Ala Lys
196 AlaThr Glu His Leu Ser Thr Leu Ser Glu Lys Ala Lys Pro Ala

211 Leu Glu Asp Leu Arg Gin Gly Leu Leu Pro Val Leu Glu Ser Phe

226 Lys Val Ser Phe Leu Ser Ala Leu Giu Glu Tyr Thr Lys Lys Leu
241 Asn'ThrGIn

Figure 2. Apolipoprotéine. A. Séquence de I'apolipoprotéine A-l, les huit do-
maines devant former une hélice amphipathique sont soulignés. B. Repré-
sentation des hélices amphipathiques. Une fagon de visualiser plus aisément
la distribution des acides aminés est de projeter I’hélice sur le plan de la
feuille et de disposer un acide aminé tous les 100°, (1) de I’Apo A-I (Ala 124 -

Ala-Glu-Leu-GIn-Glu-Gly-Ala-Arg-Gin-Lys-Leu-His-Glu-
Leu-GIn-Glu-Lys-Leu

Val-Ser-Ser-Leu-Leu-Ser-Ser-Leu-Lys-Glu-Tyr-Trp-
Ser-Ser-Leu-Lys-Glu-Ser-Phe-Ser

Leu 141) ; (2) du peptide synthétique [15].
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mettre d’expliquer pourquoi des
protéines de séquences différentes
conservent une activité biologique
commune : a savoir la formation de
disques lipidiques correspondant aux
HDL natives et I’activation d’'une en-
zyme spécifique, la lécithine cholesté-
rol acyltransférase.

Au niveau de la formation de dis-
ques, ce serait la répartition des do-
maines hydrophiles et hydrophobes
plutét que la succession des acides
aminés qui permettrait une recon-
naissance a large spectre de la phase
lipidique. Quant a I'activation de la
lécithine cholestérol acyltransférase,
comment une enzyme possédant a la
fois une activité de phospholipase
(clivage d’une chaine acylée) et d’acyl-
transférase (transfert d’une chaine
acylée au cholestérol) peut-elle étre
activée par des apolipoprotéines de
séquences différentes ? Il est vraisem-
blable, mais cela ne reste qu'une hy-
potheése, que ce sont des interactions
entre motifs amphiphiles associés a
I'apolipoprotéine et l’enzyme qui
permettent une premiére reconnais-
sance. Dans une deuxiéme étape, I'en-
zyme, associée aux disques lipidiques,
pourrait procéder a I'interface lipide-
eau a I’estérification du cholestérol.
II est intéressant de mentionner que
des peptides synthétiques d’une ving-
taine d’acides aminés possédent la
propriété de former des disques lipi-
diques et d’activer la lécithine choles-
térol acyltransférase [15], quoique
cette activité reste notablement infé-
rieure a celle observée pour I’apolipo-
protéine entiere. Cependant, leur sé-
quence ne correspond a aucune des
séquences rencontrées dans les apoli-
poprotéines. Si les séquences sont dif-
férentes, la distribution des acides
aminés hydrophobes et hydrophiles
est néanmoins conservée (figure 2B).
Certaines éventualités thérapeuti-
ques, visant notamment a une éléva-
tion de la concentration de HDL
capables d’éliminer le cholestérol ac-
cumulé dans les cellules, peuvent étre
envisagées, supposant, évidemment,
que l'on dispose de quantités impor-
tantes d’apolipoprotéines purifiées.
Un certain nombre de groupes se
sont engagés dans cette voie en pro-
duisant des protéines par ingénierie
génétique. Le remplacement de
I'apolipoprotéine par un peptide syn-
thétique simplifierait grandement cet-
te approche.

Un trés grand nombre
de peptides signaux,
mais un nombre limité
de récepteurs

De courtes séquences peptidiques ap-
pelées peptide signal sont respon-
sables de I’association de protéines,
synthétisées ou en voie de synthése,
aux membranes du réticulum endo-
plasmique, des mitochondries ou des
chloroplastes. Ces séquences sont di-
verses dans leur composition et en
tout cas beaucoup plus nombreuses
que les récepteurs membranaires déja
identifiés. Toutefois, I’examen des sé-
quences fait apparaitre, au-dela de
leur diversité, une distribution des do-
maines hydrophobes et hydrophiles
caractéristique. Ainsi, I'extrémité NH,
du peptide signal spécifique du réticu-

Figure 3. Représentation schémati-
que de l'organisation des hélices
amphipathiques des apolipoprotéines
autour du cceur lipidique (A) consti-
tué par une bicouche lipidique (di-
myristoylphosphatidylcholine) avant
et aprés transformation par action
de la LCAT (lecithin cholesterol acyl-
transferase).
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Figure 4. A. Représentation de la chaine principale de la calmoduline et de la
position des 4 sites de fixation du Ca* (cercles rouges) [17]. B. Représenta-
tion des hélices amphipathiques correspondant (1) au peptide modéle [17] ;
(2) au domaine de fixation de la spectrine a la calmoduline [17].

lum endoplasmique est constituée
d’acides aminés basiques, suivie d’'une
séquence ininterrompue d’acides ami-
nés hydrophobes. Le peptide signal
de la mitochondrie et du chloroplaste
se caractérise par l’existence de
courtes régions hydrophobes séparées
par des résidus chargés positivement
[16]. Ce type de distribution conduit
a une structure hélicoidale amphiphi-
le composée d’une face essentielle-
ment hydrophile constituée d’acides
aminés chargés positivement et d’'une
face hydrophobe constituée d’acides
aminés hydrophobes. Il reste a com-
prendre comment plusieurs de ces
peptides interagissent avec la phase li-
pidique ou un récepteur spécifique.
Dans I’hypothése d’une interaction
avec un récepteur spécifique, il
conviendrait peut-€tre de rechercher
dans ce récepteur des motifs amphi-
pathiques complémentaires de ceux
que nous venons de décrire. Cette éta-
pe de reconnaissance devra cepen-
dant étre suivie d’'un processus beau-
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coup plus spécifique conduisant a la
traversée par la protéine des mem-
branes endosomiques ou mitochon-
driales.

La calmoduline reconnait
des motifs amphiphiles
indépendamment de leur
séquence

La calmoduline module I'activité de
protéines trés diverses (kinase, phos-
phodiestérase, pompe a Ca*) et s’as-
socie a ces protéines avec une grande
affinité. On a pu localiser dans la sé-
quence de ces protéines des do-
maines peptidiques généralement
constitués d’une vingtaine d’acides
aminés, capables de se fixer a la cal-
moduline avec une affinité proche
de celle de la protéine entiére [17].
Il est donc raisonnable de penser
que ces domaines contribuent de fa-
con déterminante a la fixation de ces
protéines sur la calmoduline. Fait in-
téressant, tous ces peptides de sé-

quences trés différentes adoptent
une structure hélicoidale amphiphile
dans laquelle les acides aminés char-
gés positivement se rassemblent sur
une face de I’hélice. De Grado a syn-
thétisé un peptide modéele intégrant
les caractéristiques d’amphiphilicité
et d’affinité des peptides s’associant
a la calmoduline (figure 4B). Les rési-
dus 1 et 11 ont été remplacés par des
résidus phénylalanine portant des
groupements capables de se lier de
facon covalente aux molécules de
leur environnement aprés photoacti-
vation. Seuls les acides aminés
Metl24 et Met71, appartenant aux
domaines de la calmoduline capables
de fixer spécifiquement I'ion Ca*,
sont marqués (figure 4A). La structure
cristallographique de complexes cal-
moduline-peptide confirment que
c’est la flexibilité du domaine central
de la calmoduline qui permet au
peptide de s’associer a 2 domaines
différents de la calmoduline [18-20].
Ces données, aussi intéressantes
qu’elles soient, ne peuvent néan-
moins étre extrapolées a la protéine
entiéere qu’avec beaucoup de pru-
dence.

Conclusions
et perspectives

Les exemples que nous venons de dé-
crire font apparaitre un dénomina-
teur commun, I’existence d’un motif
amphiphile. Dans le cas d’une recon-
naissance de constituants membra-
naires, il n’est pas surprenant que la
répartition des domaines hydro-
phobes et hydrophiles d’'un peptide
ou d’'une protéine détermine son
mode d’association a la membrane.
La stabilit¢ de la membrane biolo-
gique dépend en effet de I’assembla-
ge harmonieux de motifs amphi-
philes. Ainsi, c’est de I'importance
relative des domaines hydrophobes
(chaines aliphatiques) et hydrophiles
(tétes polaires) que dépend un mode
d’organisation en bicouches, en
micelles ou en micelles inverses.
L’orientation d’un domaine pro-
téique a 'interface lipide-eau sera dé-
terminée davantage par I'importance
et la distribution des domaines hy-
drophobes et hydrophiles que par la
nature des acides aminés. Toutefois,
I'exemple des séquences signal sug-
gere que cette complémentarité

entre domaines hydrophobes et hy- m—
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Tableau |

EXEMPLES D’IMPLICATION DES HELICES AMPHIPHILES
DANS LES PROCESSUS BIOCHIMIQUES

» Hélices amphiphiles associées aux apolipoprotéines plasmiques.

« Hélices amphiphiles dans les protéines du surfactant pulmonaire.

« Hélices amphiphiles et peptides cytotoxiques.

* Participation des hélices amphiphiles aux pores membranaires.

« Structure amphiphile du peptide signal.

- Hélices amphiphiles et neuropeptides.

- Activation des protéines G: role des hélices amphiphiles.

* Roéle de I'hélice amphiphile dans la reconnaissance par les cellules T.
« Interaction protéine-DNA: réle des hélices amphiphiles.

D’aprés [21].

drophiles concerne également les in-
teractions protéine-protéine.

Une revue récente publiée par
R.Epand [21] fait apparaitre que
I’hélice amphipathique est associée a
des activités biologiques trés diverses
(Tableau 1) et cette liste est loin d’étre
compléte. Rien ne permet cepen-
dant, pour I'instant, de dire que dans
ces différentes situations, le motif
amphipathique participe suivant un
mécanisme similaire a celui que nous
avons décrit. Une compréhension
plus moléculaire passe par une ap-
proche pluridisciplinaire regroupant
les outils de I'analyse conformation-
nelle et de la mutagenése dirigée.
C’est un préliminaire obligé a toute
tentative d’associer a une activité bio-
logique spécifique [22] un motif am-
phipathique particulier.

Dans le cas de processus membra-
naires, les analyses structurales de
protéines membranaires par cristallo-
graphie et résonance magnétique nu-
cléaire se heurtent pour l'instant a
des difficultés importantes liées no-
tamment au fait que ces techniques
sont délicates a utiliser dans un envi-
ronnement lipidique. Des techniques
spectroscopiques infrarouges se sont
avérées mieux adaptées a cet envi-
ronnement ; elles apportent des in-
formations sur la structure, I’orienta-
tion [23, 24] et les modifications de
structure tertiaire d’une protéine
dans un environnement membranai-
re [25] W

Summary

Role of the amphipathic helix mo-
tif in the recognition process

Ligand-receptor, substrate-enzyme
recognition are highly specific pro-
cesses and minor changes in the li-
gand or substrate sequence modify
drastically this recognition. Several
biochemical mechanisms cannot
be explained satisfactorily in terms
of such a specificity. Calmodulin
modulates the activities of a large
number of proteins, including pro-
tein kinases, phosphodiesterases,
calcium pumps. Apolipoproteins
with variable sequences have simi-
lar biological activities. The num-
ber of signal peptides is much
more important that the number
of membrane targets. A feature
common to all the sequences parti-
cipating to these recognition pro-
cesses is that they adopt an amphi-
philic-helical structure. It is likely
that interaction between hydrophi-
lic and hydrophobic domains is
responsible for the broad specifici-
ty. The distribution of the hydro-
phobic and hydrophilic domains
rather than the exact amino se-
quence would determine the bin-
ding to the target.
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