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>Le fibrinogene est le facteur de coa-
gulation le plus abondant dans le
plasma (2-4 g/1). Aprés sa conversion
en fibrine sous I'action de la throm-
bine, il joue un role primordial dans
le processus de coagulation puisqu’il
constitue la base du caillot sanguin et
permet I’agrégation plaquettaire. La
molécule, principalement synthétisée
par les hépatocytes, est un hexa-
mere constitué de deux copies de trois
chaines polypeptidiques, Ao, Bf ety
(Figure 1A), chacune codée par un
gene distinct, FGA, FGB et FGG, respec-
tivement. Les trois genes se situent
dans une région d’approximativement
50 kb sur le chromosome 4 (Figure 1).
L'assemblage des chafnes se déroule
de maniere séquentielle dans le réticu-
lum endoplasmique, avec la formation

M/Sn® 2, vol. 22, février 2006
Atrticle disponible sur le site

Division d’Angiologie et Hémostase,

Hopitaux Universitaires de Geneve,
24, rue Micheli-du-Crest, 1205 Genéve, Suisse.

de complexes intermé-

Marguerite.Arbez@medecine.unige.ch

diaires (Aoy) ou (BBy),

I’ajout d’une troisiéme

chafne (BP ou Aaq., respectivement),
et la dimérisation des trimeres pour
former I’hexamére (AaBPy),. Celui-ci
est ensuite transporté vers I'appareil
de Golgi ou il subit de nombreuses
modifications post-traductionnelles,
telles que phosphorylation, hydroxyla-
tion, etc. Les chaines B3 et y présen-
tent a leur extrémité carboxy-termi-
nale un domaine globulaire homologue
(BC et yC, respectivement), conservé
dans diverses protéines (telles que les
angioprotéines) chez plusieurs espé-
ces animales. Ces domaines homolo-
gues, composés d’environ 250 acides
aminés, sont connus sous le nom de
FReD (fibrinogen-related domain).

Pathogénie
de I’afibrinogénémie congénitale

L’afibrinogénémie congénitale
(OMIM 202400) est une maladie rare a
transmission autosomique récessive.
€lle est due a I"absence de fibrino-
gene dans le plasma et est caractérisée
par diverses manifestations hémorragi-
ques ou parfois, de maniére paradoxale,
thrombotiques. Si la premiére descrip-
tion de la maladie remonte a 1920 [1],
ce n'est que récemment, en 1999, que la
premiére mutation responsable du défi-
cit a été identifiée a Geneve dans notre
laboratoire : il s’agissait d’'une délétion
de 11kb éliminant la quasi-totalité

http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2006222117
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du gene FGA [2]. Depuis lors, plus de
40 mutations, toutes localisées dans
I’un des trois genes du locus codant
pour le fibrinogéne (Figure 1), ont été
décrites. Elles se trouvent soit a I’état
homozygote ou hétérozygote composite
chez des patients afibrinogénémiques,
soit sous forme hétérozygote chez des
patients hypofibrinogénémiques (pré-
sentant une concentration réduite de
fibrinogéne plasmatique). Nous pouvons
prédire que la majorité de ces derniers
seraient tres probablement afibrino-
génémiques dans le cas ou la mutation
se trouverait sous forme homozygote,
car la forme variante n’est pas détectée
dans le plasma dans la plupart des cas.

Ainsi, afibrinogénémie et hypofibrino-
génémie ne se distingueraient 'une de
I’autre au niveau moléculaire que par
le niveau d’expression du fibrinogéne
résultant de I’état allélique du variant.
La majorité des mutations sont de type
nulle (non-sens, délétions, erreurs
d’épissage, micro-insertions, micro-
délétions). A ce jour, 14 mutations faux-
sens ont été recensées, 8 dans FGG et 6
dans FGB. Parmi elles, sept substitutions
ont été étudiées dans un modeéle cel-
lulaire in vitro: une mutation (C179R
dans FGG) entrave I'assemblage des
chaines polypeptidiques, tandis que les
six autres (L383R, G430D, G444S, W467G
dans FGB; W253C et G310R dans FGG)
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Figure 1. A. Représentation de la protéine du fibrinogéne du poulet, d’aprés sa cristallographie a

une résolution de 2,7 A [12]. Les domaines globulaires homologues BC et YC sont indiqués. Les

chaines Aa sont en vert, les chaines B[ en violet, et les chaines y en bleu. B. Structure du locus

des genes codant pour le fibrinogene humain, et mutations identifiées comme responsables de

I'afibrinogénémie a I’état homozygote ou hétérozygote composite, et de I’hypofibrinogénémie

ad I’état hétérozygote (en italique). Ne figurent pas les mutations menant & une hypodysfi-

brinogénémie (résultant d’un défaut du fibrinogéne combinant expression réduite et activité

fonctionnelle altérée). Les mutations décrites comme affectant spécifiquement la sécrétion du

fibrinogene sont mises en évidence en gras. La nomenclature des mutations est établie en tenant

compte du A de ’ATG codant pour la méthionine initiatrice comme premier nucléotide, ou de la

méthionine initiatrice comme premier résidu. Les introns ne sont pas dessinés a I’échelle.
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inhibent spécifiquement la sécrétion
de I’hexamere correctement assemblé
[3-8]. Par ailleurs, deux mutations non-
sens (W467X et W470X) tronquant la
chafne BP de 25 et 22 acides aminés res-
pectivement (sur un total de 491 rési-
dus), ont été décrites comme bloquant
également la sécrétion de la protéine
[9, 10]. €n résumé, 6 des 8 mutations
entravant la sécrétion du fibrinogene
sont localisées dans la chaine Bf, et
plus particulierement dans son domaine
globulaire BC.

La sécrétion
du fibrinogéne est-elle soumise
a un contrdle de qualité?

Notre récente étude [10] s’est portée
sur le rdle joué par la chaine B et
son domaine BC dans le processus de
sécrétion du fibrinogene. Nous avons
tout d’abord démontré, a I’aide d’un
modeéle cellulaire (fibroblastes Cos-7
co-transfectés) et en analysant des
délétions sérielles de la région car-
boxy-terminale, que la présence des six
derniers résidus de la chafne B3 n’est
nécessaire ni pour 'assemblage ni pour
la sécrétion de I’hexameére. En revanche,
la suppression des sept derniers acides
aminés - ou plus - (& partir de R485)
empéche spécifiquement la sécrétion
de la protéine. Pour étudier plus en
profondeur I'importance du résidu R485,
nous avons engendré des mutations
dont I'analyse a montré que la nature de
cet acide aminé n’est pas intrinséque-
ment cruciale pour la sécrétion. 'ana-
lyse structurelle de la protéine suggere
que soit les six derniers acides aminés,
qui forment une queue flexible, soit le
résidu R485 seul entravent I’exposition
du noyau non-polaire du domaine BC
au solvant, empéchant ainsi une dés-
tabilisation du domaine globulaire. Ces
résultats, combinés a I'analyse struc-
turelle des quatre mutations faux-sens
affectant la sécrétion et toutes locali-
sées dans ce domaine, suggérent que la
sécrétion du fibrinogene nécessite une
conformation appropriée du domaine
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Figure 2. Le domaine [3C est limitant pour la sécrétion du fibrinogéne. A. Sécrétion des chaiines, des complexes
intermédiaires, de la molécule native du fibrinogéne ainsi que des chaines ou complexes hybrides. Seules les
trois différentes chaines constituant les complexes hexamériques sont schématisées. Le domaine 3C n’est
pas sécrété, a moins que la chaine B3 ne soit co-transfectée avec les chaines Aot ety du fibrinogéne. - : non
SECrété; +: peu sécrété; ++ : sécrété; +++ : hautement sécrété ; nd : non déterminé. B. Immunofluorescence
permettant la visualisation du fibrinogene normal dans le réticulum endoplasmique et le Golgi a I'intérieur de
cellules Cos-7 co-transfectées. A Popposé, un mutant (64445 sur la chaine Bf3) inhibant la sécrétion du fibri-
nogene, n'est localisé que dans le réticulum endoplasmique et est absent du Golgi. La protéine « giantine » est

utilisée comme marqueur de I'appareil de Golgi. Fg : fibrinogene ; nt : non transfecté. Barre d’échelle : 10 um.
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globulaire BC. Afin de définir I'implica-
tion de cette région dans le processus
de sécrétion, nous avons construit des
chaines hybrides combinant la moitié
amino-terminale de la chalne B3, v, ou
de la protéine angiopoiétine-2 (con-
tenant un FReD en carboxy—terminal),
fusionnée a la partie carboxy-terminale
de I'une ou I'autre des ces protéines
(Figure 2A). Lexpression, en co-trans-
fection de ces chimeres, a permis de
relever trois observations principales:
(1) aucun des polypeptides ou com-
plexes contenant le domaine BC n’est
sécrété, avec pour exception notable la
molécule native du fibrinogeéne; (2) les
chafnes ou complexes avec la partie
amino-terminale de Bf sont sécrétés ;
(3) les chaines ou complexes contenant
le domaine yC sont fortement sécrétés.
De plus, le complexe ne différant de
la molécule native du fibrinogéne que
par I'absence du domaine yC, n'est pas
sécrété. Nous pouvons dés lors conclure
que le domaine BC, et non pas la partie
amino-terminale de B3, est limitant
pour la sécrétion, car il n’est sécrété
que lorsqu’il est incorporé dans un envi-
ronnement protéique approprié fourni
par les chaines Aa et . A Pinverse, le
domaine YC jouerait un rdle favorable,
sinon nécessaire, pour la sécrétion du
fibrinogéne. Ces résultats mettent en
lumiere des roles opposés dans la sécré-
tion de deux domaines pourtant struc-
turellement homologues. Outre I’étude
du réle joué par ces domaines dans le
processus sécrétoire du fibrinogeéne,
nous nous sommes également intéressés
a la localisation cellulaire des mutants
de sécrétion. En utilisant les techniques
d’immunofluorescence et d’immuno-
microscopie électronique, nous avons
pu observer que le fibrinogene nor-
mal se trouve, comme attendu, dans
le réticulum endoplasmique et dans
le Golgi. €n revanche, trois mutants
de sécrétion différents montrent une
localisation dans le réticulum, mais
sont exclus du Golgi, indiquant qu’ils
sont retenus dans un compartiment
pré-golgien (Figure 2B). ¢
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Conclusions

Ces travaux mettent en évidence I'existence
d’un contréle de qualité dans un comparti-
ment pré-golgien de la sécrétion du fibrino-
gene, avec un rdle limitant du domaine [3C.
€n effet, celui-ci requiert une conformation
structurelle et un environnement protéique
adéquats, pour ne pas entraver le processus
sécrétoire. La rétention de protéines mutées
s'avére étre un des mécanismes importants
dans la pathogénie de I'afibrinogénémie
congénitale. Les résultats de cette étude
pourront étre élargis a la compréhension des
mécanismes de nombreuses maladies, telles
que la mucoviscidose ou la déficience en
al-antitrypsine, causées notamment par des
mutations aboutissant de maniére similaire a
des défauts de conformation protéique et a
un trafic aberrant de la protéine (CFTR et oul-
antitrypsine, respectivement) [11]. ¢
Congenital afibrinogenemia :

focusing on molecular mechanisms
controlling fibrinogen secretion
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Une myosine a contre-sens

Julie Ménétrey, Amel Bahloul, Anne Houdusse

Le mouvement dirigé au sein des cel-
lules est assuré en grande partie par
des moteurs moléculaires se déplacant
le long du cytosquelette (vaste réseau
de filaments polarisés d’actine ou de
microtubules). La superfamille des myo-
sines correspond aux moteurs molécu-
laires se déplagant le long de I'actine
grace a la conversion de I’énergie chimi-
que (produite par I’hydrolyse de I’ATP)
en énergie mécanique. Ces moteurs sont
impliqués dans des processus cellulaires
critiques comme la contraction muscu-
laire, la cytocinese et le transport vési-
culaire. Le dysfonctionnement de ces
moteurs peut entrainer des pathologies
humaines graves, comme des cardio-
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res (Figure 1). Une grande
variabilité de séquence
est observée au niveau
des queues de myosine,
ce qui correspond a une
grande diversité de fonc-
tions cellulaires asso-

celli qui est un désordre

héréditaire rare caracté-

risé par un déficit pigmentaire pouvant
conduire a la mort. Les myosines sont
de grosses protéines (plus de 120 kDa)
constituées : (1) d’une téte, ou domaine
moteur, ol se situe le site d’interaction
au filament d’actine et le site de fixation
et d’hydrolyse de I’ATP; (2) d’un cou, ou
bras de levier, de forme allongée, varia-
ble en longueur et constitué de motifs 1Q
capables de recruter des chaines lége-
res de type calmoduline; et (3) d’une
queue permettant I'interaction spécifi-
que avec différents partenaires cellulai-

ciées @ ces moteurs. Les

différences de séquence
au niveau du domaine moteur des myo-
sines ont permis d’identifier a ce jour 18
classes distinctes.
Certaines myosines s’assemblent pour
former des filaments et produire une
contraction ou un mouvement. D’autres,
comme les myosines V, VI et IX, agissent
en tant que molécules isolées et sont
processives: elles sont capables d’ef-
fectuer plusieurs pas le long du filament
d’actine avant de s’en détacher, ce qui
leur permet d’étre impliquées dans le
transport de cargos tels que des proté-



