vraisemblablement pas étre extrapolée
au fonctionnement de tous les promo-
teurs, car d’autres enchainements ont
été observés, notamment au niveau du
geéne IFNB [9]. €n revanche, nous propo-
sons, et d’autres auteurs partagent
cette vision [10], que les principes qui se
dégagent de nos résultats servent pour
établir un modele général. Une initiation
de la transcription résulte: (1) du recru-
tement séquentiel et stochastique de
protéines redondantes; et (2) de pro-
cessus cycliques assurés par un «syn-
chronisateur» qui contrdle ces recrute-
ments et les modifications structurales
du promoteur. Cela reste cependant a

modeles. Lintérét primordial du carac-
tére cyclique de ces événements serait
de permettre a la cellule de pouvoir ajus-
ter la transcription d’un géne a une
situation précise, telle qu’on peut la ren-
contrer lors des variations du taux d’hor-
mones circulantes auxquelles elle doit
s’adapter. ¢

Activation of gene transcription
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d’échange nucléotidique

Jacqueline Cherfils, Pierre Pacaud

> Les facteurs d’échange nucléotidiques
(GEF) sont des composants obligatoires
des cascades de signalisation contrdlées
par les petites protéines G de la famille de
I’oncogeéne p21Ras (appelées protéines G
ci-dessous) (pour revue, voir [1]). Ces
protéines régulatrices ont pour fonction
biochimique de stimuler la dissociation
du nucléotide GDP qui est fortement
associé a la protéine G inactive ; cela
favorise "association a la protéine G du
nucléotide GTP et la formation de la
conformation active de la protéine G
(Figure 1, gauche). Dans les cellules, ce
sont les facteurs d’échange qui collec-
tent les signaux qui déclenchent I'acti-
vation des protéines G. Pour cela, les GEF
ont en général une structure modulaire
dans laquelle le domaine catalytique
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protéines G, défectueuses
ou non, a de nombreux
contextes pathologiques
est reconnue depuis long-
temps. Le ciblage théra-
peutique de ces protéines
se heurte cependant a la

cié «en tandem» avec
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polyvalence de leurs

des domaines régulateurs
qui  déterminent les
conditions a réunir pour la mise en place
de la cascade. De nombreux indices
s’accumulent en faveur d’un réle des GEF
en aval dans la sélection des effecteurs
qui sont recrutés par la protéine G acti-
vée, une méme protéine G induisant des
réponses distinctes selon le GEF qui I'ac-
tive (pour revue, voir [2]).

Ces caractéristiques font des GEF des cibles
thérapeutiques potentielles pour inter-
rompre spécifiquement des mécanismes
moléculaires impliquant une (sur)acti-
vation des protéines G dans des maladies
humaines. €n effet, une participation des

interactions, puisqu’elles
peuvent €tre activées par
de multiples GEF, et activer a leur tour
plusieurs effecteurs. Cette caractéris-
tique s’applique aussi a leurs régulateurs
et effecteurs, qui peuvent étre tres spé-
cifiques d’une protéine G donnée ou, au
contraire, interagir avec plusieurs pro-
téines G. Les stratégies d’inhibition com-
pétitive - dans lesquelles une molécule
pharmacologique empéche la protéine
d’intérét d’interagir avec ses partenaires
cellulaires - interrompent ainsi I'en-
semble de ses fonctions, entrainant des
effets potentiellement indésirables et
dangereux.
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Mécanismes structuraux

de P’inhibition

d’un facteur d’échange nucléotidique
Nous avons décrit récemment les bases
structurales d’un nouveau mécanisme
d’inhibition qui pourrait étre exploité
comme alternative a la stratégie d’inhibi-
tion compétitive [3]. Ce mécanisme est
illustré par la bréfeldine A (BFA), une
toxine naturelle qui inhibe I’activation
d’Arf, une protéine G impliquée dans le
couplage entre le trafic et la morphologie
cellulaires (pour revue, voir [4]). La BFA
n’empéche pas Iinteraction d’Arf avec
son GEF, mais au contraire les piege dans
une interaction non fonctionnelle [5].
Le mécanisme d’action de la BFA exploite
les caractéristiques biochimiques de
I’échange nucléotidique catalysé par les
GEF qui sont communes a ’ensemble des
protéines G et leurs GEF. La protéine G

associée au GDP est d’abord reconnue
dans un complexe de faible affinité par
son GEF, puis des changements de confor-
mation de grande amplitude conduisent a
un complexe dépourvu de nucléotide et
d’affinité élevée, auquel se fixe finale-
ment le GTP qui dissocie le complexe
(Figure 1, centre). La spécificité de I'in-
teraction protéine G/GEF se joue avant la
dissociation du GDP, car, dans le contexte
cellulaire ot le GTP est plus abondant que
le GDP, la réaction d’échange ne peut plus
faire marche arriére une fois que le GDP
est dissocié. De fagon remarquable, c’est
a ce complexe ternaire de faible affinité
que se fixe la BFA, piégeant un complexe
Arf-GDP-BFA-GEF  abortif  incapable
d’évoluer vers le complexe sans nucléo-
tide (Figure 1, droite).

Nous avons étudié le mécanisme d’ac-
tion de la BFA par cristallographie aux

rayons X dans un complexe de protéines
humaines comprenant la protéine G Arfl
et le domaine catalytique (appelé
domaine Sec7) du facteur d’échange
ARNO, ce dernier portant des mutations
qui le rendent hypersensible a la toxine
[3]. La structure & haute résolution du
complexe montre que la BFA s’intercale a
Iinterface entre la protéine G et son fac-
teur d’échange ; elle interagit pour 70 %
avec la protéine G, et pour 30 % avec le
facteur d’échange (Figure 2, gauche). Le
GDP est toujours fixé dans le site nucléo-
tidique ou il conserve les interactions qui
déterminent son affinité élevée, mais
surtout il se trouve hors de portée du
glutamate catalytique du GEF qui disso-
cie le nucléotide par répulsion électro-
statique. La BFA bloque les réarrange-
ments structuraux de grande amplitude
au cours desquels la protéine G «roule»

GTP
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1

Effecteurs

Le cycle GDP/GTP

g“e

L~ ©)
an

€/K mutation

I

It ®

2

@ DFY

®
o)

La réaction d’échange |

Inhibition de I’échange
pour les protéines Arf/Sec7

Figure 1. Le cycle GDP/GTP des protéines G. A gauche: les protéines G sont activées par I’échange du GDP par du GTP, qui est stimulé par les GEF & la

réception de signaux d’activation en amont. €lles transmettent alors un message d’action en interagissant avec les partenaires spécifiques de leur

conformation liée au GTP, appelés collectivement «effecteurs». Le cycle est terminé par les «GAP>», qui stimulent I’hydrolyse du GTP en GDP. Dans

certains cas comme celui des protéines Arf et Rho, le cycle GDP/GTP est couplé a une translocation de la protéine G du cytosol a la membrane. Au

milieu: la réaction biochimique de la dissociation du GDP stimulée par les GEF. Les complexes ternaires protéine G/nucléotide/GEF ont une affinité

beaucoup plus faible que le complexe sans nucléotide. A droite: I'activation de la protéine G Arf par ses GEF & domaine Sec7 peut étre inhibée par

stabilisation de complexes abortifs Arf-GDP-GEF en présence de la toxine bréfeldine A ou d’une mutation ponctuelle du GEF.
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sur le GEF, et empéche ainsi qu’une inter-
action productive entre le glutamate
catalytique et le nucléotide puisse se
produire.

De fagon tout a fait remarquable, le site
de fixation de la BFA ne préexiste ni dans
la protéine G ni dans le GEF isolés, mais
se forme transitoirement au cours du
mécanisme d’échange pour disparaitre a
I’état sans nucléotide. La BFA épouse
cette cavité avec une remarquable com-
plémentarité de forme et de nature chi-
mique (Figure 2, encart). Ses interac-
tions sont en grande partie hydrophobes,
avec quelques liaisons hydrogéne dont la
nature électrostatique oriente I'inhibi-
teur dans la cavité. Ces interactions
spécificité
d’action de la BFA: la toxine cible préfé-
rentiellement les facteurs d’échange et
les protéines Arf dont la séquence leur
permet de former ces liaisons hydrogéne.
Dans les cellules humaines, les com-
plexes Arf/GEF sensibles a la BFA inter-
viennent dans la dynamique de I"appareil
de Golgi mais pas dans le couplage tra-
fic/morphologie a la membrane plas-
mique (pour revue, voir [6]).

Ce mécanisme d’inhibition non compéti-
tive trouve une variante dans I'inhibition

déterminent d’ailleurs la

de Iactivation de Arf par une permuta-
tion de charge du glutamate catalytique
de son GEF (Figure 1, droite) [7]. Dans la

méme étude, nous avons résolu la struc-
ture cristalline d’un complexe Arf-GDP-
GEFLEW/Ls] dans lequel I’étape bloquée
par la BFA est franchie, mais les interac-
tions électrostatiques répulsives qui
délogent le GDP sont remplacées par des
interactions qui le stabilisent (Figure 2,
centre). Dans cette seconde structure, le
GDP est toujours fixé a Arf, mais se
trouve maintenant a proximité du site
catalytique. Par comparaison au com-
plexe Arf/GEF sans nucléotide [8]
(Figure 2, droite), I’interface entre Arf et
le domaine Sec7 est plus ouverte, avec la
mutation en lysine s’intercalant en
quelque sorte comme un obstacle a sa
fermeture.

Les facteurs d’échange nucléotidique:
caractérisation comme cibles

et stratégie d’inhibition interfaciale
Uactivation des protéines G par leur GEF
apparait de plus en plus comme une étape
privilégiée ou interrompre spécifiquement
la (sur)activation de protéines G dans
toute une variété de contextes patholo-
giques. Outre I'oncogéne p2lRas (pour
revue, voir [9]), les protéines G de la
famille Rho sont ainsi clairement impli-
quées dans a peu pres toutes les étapes de
la progression des tumeurs (pour revue,
voir [10]). Néanmoins, le défi est d’iden-
tifier les connexions cellulaires qui sont

5 Glu

_lys

i
i

GDP

NI SR

Arf-GDP-BFA-Sec7 —————» Arf-GDP-BFA-Sec7l6/Lysl — Arf-Sec?

Figure 2. Les étapes de ’activation de la protéine G Arf en 3 dimensions. La position du gluta-
mate catalytique du GEF ou de sa mutation en lysine est en orange. Les régions d’Arf qui chan-
gent de conformation au cours de son cycle GDP/GTP sont indiquées en couleur. Les fleches indi-
quent les rotations successives d’Arf par rapport au domaine Sec7, la réaction évoluant de sa
forme la plus ouverte vers la forme fermée sans nucléotide. Encart: gros plan sur 'interaction de
la BFA a I'interface entre Arf-GDP et le domaine Sec7. La structure du méme domaine en I'ab-
sence d’Arf (bleu foncé) montre que la BFA ne déforme pas le GEF (adapté de [3] avec la per-

mission de "éditeur).
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cruciales pour les processus tumoraux, et,
parmi ces derniers, ceux qui bénéficie-
raient d’une réduction d’activité des pro-
téines Rho. Le cas de I'oncogene Tiam est
a cet égard significatif: I'invalidation chez
la souris du gene codant pour ce GEF, uti-
lisé pour la protéine G Rac, induit une forte
résistance aux tumeurs engendrées par
des agents mutagénes, mais une agressi-
vité plus élevée des tumeurs [11]. Une
augmentation de 'activité des protéines
Rho est également impliquée dans le
développement de maladies cardiovascu-
laires majeures comme [I’hypertension
artérielle, ’athérosclérose ou I’hypertro-
phie cardiaque ([11] et pour revues, voir
[12, 13]). lidentité des GEF impliqués
reste cependant a découvrir. Récemment,
des GEF bactériens pour les protéines Rho
et Arf ont aussi été identifiés chez des
bactéries intracellulaires, permettant aux
pathogenes de détourner des machineries
cellulaires a leur profit ([14] et pour
revue, voir [15]).

Comment nos travaux, de nature fonda-
mentale, peuvent-ils se décliner dans le
contexte de la recherche de nouvelles
molécules thérapeutiques? Les struc-
tures de complexes abortifs protéine
G/GEF que nous avons identifiées per-
mettent d’intercepter les états intermé-
diaires d’une réaction cellulaire fonda-
mentale avec une précision sans précé-
dent, mais elles débouchent aussi sur un
concept pratiquement inexploré pour
P’inhibition de protéines G d’intérét thé-
rapeutique, que nous avons appelé
«inhibition interfaciale»: une molécule
pharmacologique se fixe a I'interface
entre une protéine G et son GEF et
empéche le complexe d’entreprendre les
réarrangements structuraux qui abou-
tissent a la dissociation du GDP. Par sa
double interaction avec la protéine G et
son GEF, une telle molécule peut en prin-
cipe étre congue ou sélectionnée pour
étre spécifique de ses deux partenaires,
et donc cibler la protéine G et son GEF
uniquement dans la voie cellulaire ol ils
sont simultanément en action [16].

Nos analyses structurales révélent que les
complexes intermédiaires de la réaction
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d’échange présentent des interfaces pro-
téine-protéine incomplétes, qui achevent
de s’organiser a 'étape sans nucléotide
grdce a Pextraordinaire plasticité struc-
turale de la protéine G. Ces intermédiaires
de conformation plus ouverte exposent
donc un talon d’Achille susceptible d’étre
ciblé par des inhibiteurs interfaciaux.
Dans le détail, la BFA et la permutation de
charge piegent des complexes différents,
qui se déclinent de facon distincte en
termes de mécanismes d’inhibition. La
BFA exploite une spécificité structurale de
la sous-famille Arf et Arf-like des pro-
téines G, par lesquelles ces protéines éta-
blissent une communication structurale
entre leur site nucléotidique et la face
opposée de la protéine orientée vers la
membrane [17]. Elle peut donc servir de
plate-forme pour la recherche d’ana-
logues ou de mimétiques inhibant cette
famille de protéines. Un candidat d’inté-
rét est Arf6, une protéine impliquée dans
les mécanismes de motilité cellulaire
associés au processus métastatique, et
qui n’est pas ciblée par la BFA [6]. Au
contraire, la permutation de charge
intercepte un intermédiaire « ouvert »
de la réaction d’échange qui est vrai-
semblablement général a tous les méca-
nismes d’activation des protéines G par
leurs GEF. Un intermédiaire «ouvert»
avait d’ailleurs été anticipé par modéli-
sation pour les protéines G de la famille
Rho/Rac et leurs GEF a domaine Dbl-
homology [18]. Ces données suggérent
qu’il devrait étre possible de concevoir ou
de cribler des molécules se fixant a I'in-
terface protéine G/GEF au voisinage du
site  nucléotidique, capables d’agir
comme un obstacle a la fermeture et sta-
bilisant ainsi le complexe intermédiaire
dans une conformation abortive. Comme
pour la BFA, une telle molécule pourrait
étre en contact avec les deux partenaires
de la réaction, et agir avec une double
spécificité ; le mécanisme de la BFA établit
de plus que le complexe intermédiaire peut
étre une espéce moléculaire transitoire.

La découverte des mécanismes structu-
raux du fonctionnement des GEF fournit
aujourd’hui une base rationnelle pour la

M/Sn° 4, vol. 20, avril 2004

conception de molécules inhibitrices.
Nous avons intégré cet objectif au sein
d’un regroupement de laboratoires aca-
démiques (GDR 2823 du CNRS) dont le pro-
jet est de valider les GEF des Rho et
Arf comme cibles thérapeutiques (http://
www.lebs.cnrs-gif.fr/cherfils/gdr.html).

Grdce a la réunion de compétences com-
plémentaires incluant synthése orga-
nique, modélisation, biologie structu-
rale, biochimie, biologie moléculaire,
biologie cellulaire, protéomique et phy-
siopathologie, le GDR va mettre en ceuvre
des stratégies interdisciplinaires pour
développer des inhibiteurs de GEF per-
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