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La N-myristoyl transférase,
carrefour entre virologie

et oncologie : une voie d’acceés
a des anticancéreux

et a des antiviraux

d’un genre nouveau ?

La N-myristoyl transférase (NMT) catalyse 1’addition co-
traductionnelle d’un résidu myristate sur une glycine
aminoterminale de protéines virales et de nombreux pro-
duits d’oncogénes. Récemment, des enzymes de levures
et de mammiféres ont été analysées en détail, et leur
ADNCc a été cloné. La recherche sur les inhibiteurs de
la (ou des) NMT est potentiellement intéressante car de
telles substances pourraient spécifiquement inhiber la
fonction de protéines oncogéniques et 1’assemblage de
virus pathogenes, tels le VIH, le virus de I’herpés ou

de la leucémie T humaine (HTLYV).

Une étape importante de

la maturation des protéi-

nes est 'acylation, c’est-

a-dire une modification

co- ou post-traduction-
nelle impliquant un acide gras. Il
existe de nombreux types d’acyla-
tion : palmitoylation, farnésylation,
myristoylation, etc. [1]. La spécificité
de ces €tapes est souvent tres étroite :
elles concernent un nombre relative-
ment restreint de protéines présentant
des sites d’acylation tres précisément
définis.

De la myristoylation
comme cible thérapeutique

La myristoylation a été mise en évi-
dence dans les années 1980 sur une

protéine « endogene », la protéine
kinase dépendante de ’AMP cycli-
que [2], mais a concerné tres rapide-
ment surtout des produits d’oncoge-
nes ou des protéines structurales de
virus [3]. Elle est, semble-t-il, un évé-
nement plus rare que la palmitoyla-
tion mais concerne plus d’especes dif-
férentes de protéines que la farnésy-
lation. D’un point de vue fonction-
nel, cette maturation pourrait avoir
deux types de réles (figure 1) : per-
mettre une association aspécifique ou
spécifique avec une structure mem-
branaire. L’association aspécifique
provient du ciblage des protéines
myristoylées vers les compartiments
les plus hydrophobes de la cellule
(membrane plasmique, réticulum
endoplasmique), processus classique
pour ce qui concerne les acylations
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[1]. L’interaction entre protéines
myristoylées et membranes pourrait
Jouer un rdle dans la fusion des virus
avec la membrane plasmique, a
I'image des interactions hydrophobes
décrites pour la fusion du virus de
Sendai avec la membrane des éryth-
rocytes [5]. A. Aderem [6] rappelle,
dans une revue récente sur les
MARCKS — ces substrats myristoy-
l1és parmi les plus importants de la
protéine kinase C — que I’association
de ccs protéines avec la membrane
plasmique est un processus réversible
qui dépend du niveau de phosphory-
lation de ces protéines : phosphory-
lées par la protéine kinase C, elles se
détachent de la membrane, déphos-
phorylées au niveau du cytoplasme,
elles se réassocient avec la membrane
au voisinage de la protéine kinase C
(m/s n° 2, vol. 9, p. 221). 11 y a donc,
dans certains cas, une réelle réversi-
blité de I'association protéine myris-
toylée/membrane. Plus spécifiques
seraient les associations des protéines
myristoylées avec des structures
macromoléculaires telles que le récep-
teur présomptif de pp60°, produit
de 'oncogenese [7, 8], ou les protéi-
nes GO* [9, 10], voire méme interfé-
rence avec ’association a ’ADN de
la protéine FBR (gag-fos)** [11].
existe relativement peu de protéines
endogenes de la cellule saine qui
soient myristoylées (7Tableau ). En
revanche, deux groupes d’affections
sont particulierement concernées par
la myristoylation : celles associées a
la surexpressmn de certains types
d’oncogenes, en particulier les tyro-
sine protéine kinases sans fonction de
récepteurs, et celles liées a 'infection
d’un organisme sain par des virus,
plus particulierement — mais pas
uniquement — les rétrovirus.

En bref, tout cancer surexprimant un
produit d’oncogéne a fonction tyro-
sine protéine kinase devrait étre sen-
sible & des inhibiteurs de N-myristoyl

* Proteines GO : Les protéines G forment une farmlle
de protéines multimériques régulatrices a activité GTPa-
stque. Elles sont impliquées dans la transduction de
signaux transmembranatres [60].

** Protéine FBR (gag-fos) : FBR est un oncogéne
du virus d’un ostéosarcome murin (MuSV). Le pro-
duit de ce géne est une forme de v-fos qui différe de
Fos aux deux extrémités : a ['extrémité N-terminale,
24 acides aminés de fos sont remplacés par les 310
acides aminés de la protéine gag virale, alors que la
partie C-terminale contient deux modifications plus
complexes [61, 62].
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Figure 1.

(1) biosynthése du

Cibles spécifiques pour [l'inhibition de la myristoylation.
myristoyl-CoA,

(2) N-myristoyl transférase,

(3) translocation cytoplamique, (4) accepteur membranaire des protéines myris-
toylées. NMT : N-myristoyl transférase. {Adaptée de Felsted et al, [4].)

transférase. En effet, toutes les tyro-
sine protéine kinases oncogéniques
(non liées a des récepteurs, par exem-
ple la famille s7¢, et donc a I’exclu-
sion de récepteurs tyrosine kinases
tels que Ros, Neu, Trk, Kit, Sea,
Ret ou Met) ([12] pour revue com-
plete) décrits a ce jour dans la litté-
rature sont myristoylées (7Tableau 11,
p. 688). Le role prépondérant de la
myristoylation dans la capacité trans-
formante de ces tyrosine protéine
kinases a été démontré : sans myris-
toylation, ces produits d’oncogenes
sont incapables de transformer une
cellule saine. Par exemple, Kamps et
al. [13] montrent que l’absence de
myristoylation de la tyrosine protéinc
kinase p607, n’entraine en rien une
diminution de sa capacité catalytique,
mais empéche son association avec un
site (probablement spécifique) de la
membrane plasmique [7]. Cette tyro-
sine protéine kinase est alors incapa-
ble de phosphoryler ses substrats,
eux-mémes associés a la membrane
plasmique puisque, sans myristoyla-
tion, pp60” est tres largement loca-
lisée au niveau du cytoplasme.

En virologie, les données sont simi-
laires : sans myristoylation, certaines
protéines structurales codées par le
matériel génétique viral ne peuvent
pas s’associer de fagon adéquate, ren-
dant les particules virales, ainsi mal-
formées, incapables d’infecter de nou-
velles cellules saines. Par exemple,
dans le virus de la poliomyélite,
I’absence de la glycine N-terminale
de la protéine structurale VP4 (mutée

en alanine) empéche la formation de
particules virales infectieuses [14]. De
méme, le précurseur (Pr55¢¢) des
protéines structurales principales du
virus d’immunodéficience humain
(VIH-1) doit €tre myristoylé pour
permettre une maturation normale de
VIH : si la glycine N-terminale de
Pr55¢¢ est mutée en alanine, I’asso-
ciation stable avec la membrane plas-
mique de la cellule hote et ’assem-
blage des particules de VIH a ce
niveau sont impossibles [15]. Ce qui
est valable pour les virus de la
poliomyélite et du SIDA Test égale-
ment pour de nombreux autres types
de virus, parmi lesquels : grlppe
influenza, HTLV-1, mais aussi virus
a ADN, tels que celui de I’ hépatite,
les herpeés et les cytomégalovirus,
pour ne citer que les principaux (voir
Tableau III, p. 689 pour une liste
indicative ainsi que [16] pour des
précisions concernant les protéines
virales myristoylées).

Sur la base de nombreux travaux sur
Iacylation du produit de certains
oncogenes et de protéines structura-
les de nombreux types de virus, il
apparait donc que cibler la myristoy-
lation en tentant d’interférer avec son
déroulement pourrait amener de nou-
velles approches thérapeutiques pour
certains types de cancer et/ou d’infec-
tions virales. Trois solutions sont pos-
sibles pour atteindre ce but : inhiber
la N-myristoyl transférase ou — sur
la base de I'idée originale de Heuc-
keroth et Gordon — fournir a cette

enzyme des cosubstrats alternatifs qui ———
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rendent les protéines myristoylées
anormales et inopérantcs, ou, enfin,
tenter d’interférer avec les récepteurs
présomptifs des protéines myristoy-
lées [7, 17, 18]. Cependant, ce con-
cept de récepteurs de protéines myris-
toylées n’est pour I'instant décrit que
pour pp60” [4], et un tcl récepteur
n’a pu étre mis en évidence pour les

protéines MARKCS [19].

Au cceur de la maturation,
I'enzyme

Les protéines myristoylées par la N-
myristoyl transférase (NMT, E.C.
2.3.1.97) répondent au méme critere
exclusif : elles possedent toutes une
glycine en position N-terminale [20]
sur laquelle le myristate est attaché
par une liaison amide. Cette matu-
ration ne doit pas étre confondue
avec une autre maturation par le
myristate, récemment décrite pour le
tumor necrosis factor, qui voit son pré-
curseur myristoylé sur une
lysine [21]. La myristoylation con-
cerne donc un acide gras saturé en
C14, P’acide myristique, qui existe de
facon endogene sous forme de
myristoyl-cocnzyme A. C’est cette
cspece biochimique qui sert de subs-
trat naturel exclusif a la NMT.
L’acide myristique est souvent qua-
lifié de rarc in vivo, représentant 1 a
2 % des acides gras cellulaires
totaux [22]. La premicére purification
a homogénéité de la NMT a été rap-
portée en 1987, a partir d’un maté-
ricl biologique abondant, mais dont
le choix — la levure (Saccharomyces
cerevisiae) [23] est relativement
étonnant dans un contexte de cancé-
rologic et de virologie. En effet, la
levurc ne pcut servir de modele aux
affections citées précédemment qu’a
travers la cible moléculairc elle-méme
(la NMT). Encore faut-il clairement
démontrer que cette cible est identi-
que a celle viséc dans les cellules de
mammiféres — au niveau de la pro-
téine elle-méme, mais aussi au niveau
de sa répartition subcellulaire, puis de
sa régulation, dc sa spécificité vis-a-
vis de ses substrats protéiques ainsi
que de sa spécificité vis-a-vis de son
co-substrat — un point capital dans
le cas des co-substrats alternatifs (voir
plus loin). La facilité avec laquelle la
génétique de S. cerevisiae peut étre étu-
diée et modifiée montre néanmoins

I'intérét d’avoir choisi cette source
biologique. Une étude tout a fait
récente du groupe de J. I. Gordon a
permis de montrer l'influence que
pouvait avoir la modification du geéne
NMT1 sur la spécificité de 1’enzyme.
En effet, en altérant la leucine 99 en
proline, ces auteurs montrent que
parmi les 14 protéines myristoylées de
la levure, quelques-unes seulement
voient leur niveau de myristoylation
diminué [24]. Leur explication est
que ’affinité de la protéine pour ses
substrats ne serait modifiée que pour
certains, en particulier la protéine
Gpapl, une protéine G impliquée
dans le cycle normal de croissance de
la levure [24, 25]. En D’absence de
myristoylation de Gpapl, le cycle de
la levure est stoppé en phase G1 [25],
une observation conforme a leffet
létal de la mutagenese par insertion
du géne NMT1 chez S. cerevisiae [26].
L’enzyme issuc de levure possede un
mécanisme de cinétique enzymatique
BiBi* [27, 28] et est exclusivement
cytosolique [29]. Leurs conclusions
quant a la compartimentalisation de
la NMT montrent que le produit du
gene NMT1 de la levure est exclusi-
vement cytosolique dans S. cerevisiae
alors qu’environ 20 % de activité de
myristoylation de cette cellule est
associée 2 la fraction membra-
naire [29]. Cela est la premiere dif-
férence fondamentalc entre ’enzyme
de levurc et les enzymes de mammi-
feres pour lesquelles une activité
microsomiale dépendante des lipides
peut étrc mesurée [30]. En effet,
jusqu’a récemment, pratiquement
rien n’était connu de NMT issue(s)
d’organismes plus complexes, suscep-
tibles de subir une infection virale ou
une transformation cancéreuse. Si
quelques comparaisons directes ont
été entreprises, elles ont été tres frag-
mentaires [31]. Elles ne permettent
pas de juger globalement de la trans-
posabilité des propriétés de la NMT
de levure aux NMT de cellules de
mammiféres. Les travaux entrepris
par d’autres groupes que celui de
J. 1. Gordon, ces dernieres années,

* Une canétique enzymatique BiBi : Ce type de ciné-
tique enzymatique ordonnée séquentielle Bi Bi ind:-
que que la NMT fixe le myristoyl-CoA avant le pep-
tde substrat, puis que le Coenzyme A est relargué
avant le peptide myristoylé [27].
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ont cn commun qu’ils concernent
tous des tissus ou des cellules dc
mammiferes, cssentiellement le cer-
veau (bauf, rat). Ces travaux com-
mencent a compléter les résultats
obtecnus sur la levure, en mettant
notamment cn évidence l’existence
d’ isoformes cytosoliques dc la
NMT [32, 33]. En utilisant des ccl-
lules cancércuscs de souris (L1210,
bicn connucs des cancérologues, car

véritables cobayes de la découvertc
des cytotoxiques a visée anticancé-
rcusc), nous avons confirmé deux
points fondamentaux : il y a deux
sites d’activité NMT dans cctte cel-
lule, comme d’ailleurs dans le cer-
vcau [34] et dans le foic de rat [35],
I'un clairement cytosolique, l’autre
microsomial ; 1l semble y avoir des
différences fondamentales dans la spé-
cificité de ces dcux isocnzymes [30].

La purification de I’activité cytosoli-
que conduit a I’obtention de plusieurs
especes enzymatiques dont 'une au
moins, purifiée 2 homogénéité, pos-
sede un poids moléculaire plus élevé
que la NMT de lcvure (respective-
ment 67,5 kDa et 52 kDa) [36]. Sur
la spécificité, on retiendra deux faits
qui semblent particulierement éton-
nants : (1) GNAAAARR, le peptide
dérivé de la protéine kinasc A, est le

Tableau |
PROTEINES MYRISTOYLEES ENDOGENES DE LA CELLULE SAINE
Protéine kinase AMPc-dépendante GNAAAAKK Carr et al., Proc Natl Acad Sci USA 1982 ; 79:
7493-7.
Lipase (précurseur) GNHLQISV Komaromy et Sholtz, Proc Natl Acad Sci USA 1987 ;
84 : 1526-30.
NADH cytochrome b5 réductase GAQLSTLG Ozols et al., J Biol Chem 1982 ; 259 : 13349-54.
Calcineurine B GNEASYPL Aitken et al., FEBS Lett 1982 ; 150 : 314-8.
Vinculine ?2?2(1) Kellie et Wigglesworth, FEBS Lett 1987 ; 213 : 428-32.
Annexine spécifique de l'intestin (ISA) GNRHAKAS Wice et Gordon, Cell Biol 1992 ; 116 : 405-22.
Protéine 4.2 de I'érythrocyte GQALGIKS Risinger et al., J Biol Chem 1992 ; 267 : 5680-5.
MARCKS(2) GAQFSKTA Aderem et al., Nature 1988 ; 332 : 362-4.
MARCKS-like protein GSQSSKAP Umekage et Kato, FEBS Lett 1991 ; 286 : 147-151.
Créatine kinase flagellaire GCAASSQQ Quest et al., 1992. J Biol Chem 1992 ; 267 : 15080-5.
Nitric oxide synthase (endothéliale) GNLKSVGQ Sessa et al., J Biol Chem 1992 ; 267 : 15274-7.
Recovérine GNSKSGAL Dizhoor et al., Science 1991 ; 251 : 915-8.
Visinine GNSRSSAL Yamagata et al., Neuron 1990 ; 4 : 469-76.
Neurocalcine GKQNSKLR Okazaki et al., Biochem Biophys Res Comm 1992 ;
185: 147-53.
21-kDa calcium-binding protein GKQNSKLA Kuno et al., Biochem Biophys Res Comm 1992 ; 184 :
1219-25.
Protéines G Mumby et al., (3) Proc Natl Acad Sci USA 1990 ; 87 :
728-32.
Gil o GCTLSAED Jones et Reed, J Biol Chem 1987 ; 262 : 14241-9.
Gi2 o GCTVSAED Itoh et al., Proc Natl Acad Sci USA 1986 ; 83:
3776-80.
Gi3 « GCTLSAED Itoh et al., J Biol Chem 1988 ; 263 : 6656-64.
GO « GCTLSAEE van Meurs et al., Proc Natl Acad Sci USA 1987 ; 84 :
3107-11.
GXx « GCRQSSEE Matsukoa et al., Proc Natl Acad Sci USA 1988 ; 85:
5384-8.
Gtl « GAGASAEE Tanabe et al., Nature 1985 ; 315 : 242-5.
Gt2 « GSGASAED Lochrie et al., Science 1985 ; 228 : 96-9.
G olf GCLGNSSK Jones et Reed, Science 1989 ; 244 : 790-5.
Gs «o GCLGNSKT Itoh et al., Proc Natl Acad Sci USA 1986 ; 83:
3776-80.
Proto-oncogénes
c-rel GISEPYIE Brownell et al., Mol Cell Biol 1985 ; 5: 2826-31.
c-abl (type IV) GQQPGKVL Ben-Neriah et al., Cell 1986 ; 44 : 577-86.
c-src GSSKSKPK Buss et Sefton, J Virol 1985 ; 53 : 7-12.
c-lck GCVCSCNP Semba et al., Science 1985 ; 227 : 1038-40.

(1) Gréce a des méthodes immunologiques, il est démontré que la vinculine est myristoylée, mais, 4 notre connaissance, il n’y a
pas d’autres informations disponibles sur sa séquence.

{2) Myristoylated alanine-rich kinase C substrate, I'un des substrats principaux de la protéine kinase C (voir revue [6]).

(3) Dans cet article, Mumby et al. démontrent qu’un certain nombre de protéines G incorporent du myristate (et certains analogues
artificiels) sur leur glycine terminale.

Note : Les protéines indiquées sur cette liste sont celles pour lesquelles il a été démontré qu’elles subissaient cette myristoylation,
soit par des méthodes analytiques, soit par des méthodes biochimiques. Il subsiste une certaine quantité de protéines pour lesquel-

les la connaissance de la séquence d’acides aminés laisse prévoir une possible myristoylation. ]
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ONCOGENIQUES

Tableau Il

QUELQUES EXEMPLES
DE TYROSINE PROTEINE KINASES
ET DE PROTEINES

MYRISTOYLEES

Tyk-2
Stk
Lck
Fyn
Hck
Yes
Lyn
Fgr
Ltk
APK1
Int-1
Int-2

GHEYYRVR "
GPCCSKQT
GCVCSCNP
GCVQCKDK "
GCMKSKFL "
GCIKSKEN 2
GCIKSKGK "
GCVFCKKL "
GCSHRLLL ‘3
GICLSAQV @
GLWALLPS '
GLIWLLLL ‘®

(1) Myristoylée in vitro par la NMT cytosolique de mammifére [36].
(2) Non myristoylée in vitro par la NMT cytosolique de L1210 [36].
(3) Snijders et al., Oncogene 1993 ; 8 : 27-35.

(4) Hirayama et Oko, Plant Mol Biol, 71992 ; 20 : 653-62.

(5) Fung et al., Mol Cell Biol, 1985, 5: 3337-44.

(6) Moore et al., EMBO J,

1986 ; 5: 919-24.

Note : Rappelons, d’aprés Schultz et Oroszlan [3], que de nombreux oncogénes d’ori-
gine virale sont exprimés dans les cellules infectées sous forme de protéines de fusion
gag-onc, dans lesquelles la protéine de structure gag est myristoylable.

meilleur substrat de l'enzyme de
levure, parmi la centaine que le
groupe de J. I. Gordon a testés [31].
A contrario, pour les activités cytosoli-
que et microsomiale de mammiferes,
de nombreux peptides sont meilleurs
substrats que GNAAAARR [30, 36] ;
(2), par ailleurs, GNAAAARR n’est
myristoylé que par la fraction micro-
somiale de cellules de mammiferes.
Aucun des cytosols que nous avons
testés (entre autres provenant des
lignées cellulaires HL60, L1210,
BRL, CEM-CCRF, PS]J, etc.) n’est
capable de myristoyler ce peptide [30,
36]. Cette nouvelle différence entre
les activités microsomiale et cytosoli-
que ainsit qu’entre les activités cyto-
soliques de mammiferes et de levure
souligne encore la nature probable-
ment différente des NMT isolées a
partir de ces deux types d’organis-
mes.

Duronio et al, [26] ont cloné ’enzyme
de levure, puis ’ont exprimée dans
plusieurs systemes, y compris E. coli,
elle-méme dépourvue de NMT [28].
Le plus surprenant reste pour 1’obser-
vateur que, malgré ces importants
travaux abondamment publiés et
repris, ces auteurs n’ont apparem-

N

ment pas réussi a cloner le géne de
la. NMT dans un organisme plus
complexe que S. cerevisiae ou C. albi-
cans [37]. En effet, bien que, des
1989, ils aient eu en leur possession
le gene complet de la levure, il fau-
dra attendre 1992, et une technique
treés sophistiquée de rescuing utilisant
la complémentarité entre les activités
NMT de HepG2 (un hépatocarci-
nome humain) et une levure artificiel-
lement dépourvue de NMT, pour
voir publier des informations sur le
gene humain correspondant [38].
L’homologie est de 44 % entre le
geéne humain et celui de la levure, et,
surtout, le geéne est unique dans le
génome humain [38]. Les NMT
cytosoliques et microsomiale(s) chez
les mammiferes seraient donc issues
d’un méme et unique gene [38]. Ce
résultat nous semble quelque peu en
contradiction avec nos propres étu-
des [30], ol nous avons montré que
la NMT microsomiale n’est pas sim-
plement associée a la membrane
microsomiale (protéine membranaire
extrinseque ou périphérique [39])
mais en fait partie intégrante (pro-
téine membranaire intrinseque, inté-
grale ou encore cryptique [39]), entre
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autres parce qu’elle est activable et
solubilisable par les détergents [30]. 1l
serait unique, a notre connaissance,
qu’une protéine issue d’un méme
gene put étre a la fois cytosolique et
intégrée dans la membrane microso-
miale. On ne confondra pas, dans
cette affirmation, des protéines qui,
comme la protéine kinase A, la
NADH cytochrome b5 réductase ou

pb60~™ peuvent étre réparties dans le
cytosol et associées a un comparti-
ment membranaire alors qu’issues,
évidemment, de génes communs.

Comme nous I’avons souligné plus
haut, 1l faut savoir laquelle ou les-
quelles de ces NMT jouent un role
dans I’acylation co-traductionnelle de
protéines virales (la traduction est
cytosolique pour le virus de I’her-

pes [40] et le coronavirus [41] mais
probablement microsomial pour VIH
et pour les produits d’oncogenes), de
facon a en connaitre précisément les
spécificités, leur sensiblilité aux inhi-
biteurs... Grace a des systemes de co-
expression dans E. coli dépourvus de
NMT, 1l est maintenant possible
d’exprimer la NMT et I'un ou plu-
sieurs de ses substrats [24, 42], ce qui

Tableau Il

VIRUS PRESENTANT UNE OU PLUSIEURS PROTEINES MYRISTOYLEES

Myristoylation essentielle au pouvoir infectant

Polyoma virus
Simian virus 40
Duck hepatitis virus
Poliomyelitis virus
Rhinovirus

Reovirus
Varicella-zoster virus

Human immunodeficiency virus (nef)
Human T Lymphocyte virus 1
Moloney murine leukemia virus
Mason-Pfizer monkey virus

Spleen necrosis virus

Human immunodeficiency virus (gag)

Papovaviridae Krauzewicz et al., J Virol 1990 ; 64 : 4414-20.
Papovaviridae Streuli et Griffin, Nature 1987 ; 326: 619-22.
Picornaviridae Macrae et al., Virology 1991 ; 181 : 359-63.
Picornaviridae Marc et al., EMBO J 1989 ; 8 : 2661-8.
Picornaviridae Chow et al., Nature 1987 ; 327 : 482-6.
Reoviridae Nibert et al., J Virol 1991 ; 65 : 1960-7.
Herpesviridae Namazue et al., Intervirol 1989 ; 30 : 268-77.
Retroviridae Bryant et Ratner, Proc Natl Acad Sci USA 1990 ;

87 : 523-7.

Yu et Felsted, Virology 1992 ; 187 : 46-55.
Retroviridae Shoiji et al., J Biochem 1988 ; 103 : 747-9.
Retroviridae Schultz et Rein, J Virol 1989 ; 63 : 2370-3.
Retroviridae Rhee et Hunter, J Virol 1990 ; 64 : 4383-9.
Retroviridae ? Weaver et Panganiban, J Virol 1990 ; 64:

3995-4001.

Myristoylation non-essentielle au

pouvoir infectant

Rous sarcoma virus

Retroviridae

Erdie et Wills, J Virol 1990 ; 64 : 5204-8.

Myristoylation existante, rdle

indéterminé*.

Budgerigar fledging disease virus
Hepatitis B virus

Foot-and-mouth disease virus
Influenza virus

Vaccinia virus

Rotavirus

Herpes simplex virus

Sendai virus

Bovine leukemia virus

Feline sarcoma virus

Baboon endogenous virus
Mouse mammary tumor virus
Human T lymphocyte virus 2

Murine leukemia virus

Simian immunodeficiency virus

Papovaviridae
Hepadnaviridae
Picornaviridae
Orthomyxoviridae
Poxviridae
Reoviridae

Herpesviridae
Retroviridae
Retroviridae
Retroviridae
Retroviridae
Retroviridae
Retroviridae

Retroviridae

Retroviridae

Schmidt et al., J Virol 1989 ; 63 : 429-31.
Persing et al., J Virol 1987 ; 61 : 1672-7.
Belsham et al., J Gen Virol 1991 ; 72 : 747-51.
Hiebert et al., Virology 1986 ; 155 : 747-51.
Franke et al., J Virol 1989 ; 63 : 4285-91.
Clark et Desselberger, J Gen Virol 1988 ; 69 :
2681-6.

Maclean et al., J Gen Virol 1989 ; 70 : 3147-57.
Tsai et al., Virology 1985 ; 140 : 289-312.
Rice et al., Virology 1985 ; 142 : 357-77.
Hampe et al., Cell 1982 ; 30 : 775-85.
Tamura, J Virol 1983 ; 47 : 137-45.

Schultz et Oroszlan, J Virol 1983 ; 46 : 355-61.
Ootsyama et al., Jpn J Cnacer Res 1985 ; 76 :
1132-5.

Oroszlan et al., Proc Natl Acad Sci USA 1978 ;
75 : 1404-8.

Henderson et al., J Virol 1988 ; 62 : 2587-95.

* Si le réle de la myristoylation des protéines Gag des rétrovirus inscrits dans cette partie du tableau n’a pas été étudié spécifique-
ment, la plupart des auteurs s’autorisent & dire que, par analogie avec ce qui est connu sur d’autres rétrovirus, la myristoylation
de Gag est essentielle au pouvoir infectant des rétrovirus.
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33. King M]J, Sharma RK. Dcmonstration
of multiple forms of bovine brain myristoyl
CoA : protein N-myristoyl transfcrase. Mol
Cell Biochem 1992 ; 113 : 77-81.

34. Mcllhincy RA]J, McGlone K. Charac-
terization of a myristoyl CoA : glycylpep-
tide N-myristoyl transfcrase activity in rat
brain : subcellular and rcgional distribution.
J Neurochem 1990 ; 54 : 110-7.

35. King M]J, Pugazhenthi S, Khandclwal
RL, et al. Elcvated N-myristoyl transfcrasc
activity is reversed by sodium orthovanadate
in streptozotocin-induced diabetic rat. Bio-
chim Biophys Acta 1993 ; 1165 : 259-62.
36. Boutin JA, Ferry G, Ernould AP, et al.
N-myristoyl-transfcrasc activity in cancer
cells. Purification and charactcrization of a
cytosolic isoform from the murine lcukemia
cell linc L1210. Eur J Biochem 1993 (sous
presse).

37. Wiegand RC, Carr C, Minnerly JC, e
al. The Candida albicans myristoyl-CoA : pro-

tein N-myristoyltransferase. / Biol Chem
1992 ; 267 : 8591-8.
38. Duronio R]J, Recd SI, Gordon JI.

Mutations of human myristoyl-CoA : pro-
tein N-myristoyltransfcrase causc tempcra-
ture-scensitive myristic acid auxotrophy in
Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci USA
1992 ; 89 : 4129-33.

39. Tanford C, Rcynolds JA. Charactcriza-
tion of membranc proteins in detergent solu-

tions. Biochim Biophys Acta 1976 ; 457 :
133-70.
40. Hull R, Brown F, Paync C cds. Viro-

logy, l.ondon and Basingstroke, Macmillan
Refercnce Books, 1989.

41. Lai MMC. Coronavirus : organization,
replication and cxpression of genome. Annu
Rev Microbiol 1990 ; 44 : 303-33.

42. Duronio R]J, Jackson-Machelski E,
Heuckeroth RO, ¢t al. Protein N-myristoy-
lation in Escherichia coli : reconstitution of a
cukaryotic protcin modification in bacteria.
Proc Natl Acad Sci USA 1990 ; 87 : 1506-10.
43. Burnctte B, Kahn R, Glover CJ, et al.
Bacterial cxpression, purification and in witro
N-myristoylation of HIV-1 pl7gag. Prot
Express Purif 1992 ; 3 : 395-402.

44. Hcuckeroth RO, Jackson-Machelski E,
Adams SP et al. Novel fatty acyl substrates
for myristoyl-CoA : protcin N-myristoyl
transferase. J Lipid Res 1990 ; 31 : 1121-9.
45. Kishore NS, Lu T, Knoll LT, et al
The substrate specificity of Saccharomyces cere-
visiae  myristoyl-CoA :  protcin  N-
myristoyltransferasc. J Biol Chem 1991 ;
266 : 8835-55.

46. Dcvadas B, Lu T, Katoh A, et al. Subs-
tratc specificity of Saccharomyces cerevisiae
myristoyl-CoA : protcin N-myristoyltrans-
ferasc. J Biol Chem 1992 ; 267 : 7224-39.
47. Rudnick DA, Lu T, Jackson-Malchclski
E, et al. Analogs of palmitoyl-CoA that arc
substrates for myristoyl-CoA : protein N-
myristoyltransferase. Proc Natl Acad Sci USA
1992 ; 89 : 10507-11.

48. Johnson DR, Cox AD, Solski PA, e al.
Functional analysis of protcin N-myristoy-
lation : metabolic labelling studics using
three oxygen-substitutes analogs of myristic
acid and culturcd mammalian provide cvi-
dence for protcin-sequence-specific incorpo-
ration and analog-specific redistribution. Proc
Natl Acad Sci USA 1990 ; 87 : 8511-5.

permet d’étudier la spécificité de cette
NMT. Des que des NMT d’autres
origines auront été clonées, il sera
possible dc comparer lcur spécificité
dans ces systtmecs. Altcrnativement,
une protéine substrat rccombinante
pourra étre produite sous forme non
acylée dans un systeme d’cxpression
dépourvu de NMT (E. colt, par
excmple). Des lors, cctte protéine,
apres purification, pourra étre incu-
béc avec les compartiments subcellu-
laircs microsomiaux ou cytosohques
[43], pcrmettant ainsi dc mieux com-
prendrc les réles respectifs des NMT
associées a ces deux compartiments.

La notion de substrats
alternatifs de la NMT

Il est classique, en pharmacologie
moléculaire, d’étudier une cnzyme
cible afin d’en découvrir des inhibi-
teurs que l'on espere étre ensuite
capables de reconnaitre cettc cible
dans un milieu biologique plus com-
plexe tel que la ccllule ou, a fortiors,
I'organisme. Heuckeroth et al. posent
unc nouvclle question fort originalc :
cst-il possible de fournir a la NMT
(puis, plus tard, a la cellule ou a
I’organisme) un composé¢ susceptible
d’étrc pris pour du myristatc, mais
sans en avoir toutes lcs caractéristi-
ques biophysiques. Les caractéristi-
ques conférées a la protéine par le
myristatc permcttent a ccttc protéine
acylée dc s’associer a un récep-
teur |7], a un autre complexc protéi-
quc [9], a unc séquence particuliere
de 'ADN [11] ou simplement a un
autre site hydrophobe (membrane
plasmiquc, par cxemple) En utilisant
un pseudo-myristate, on pcut altérer
les constantes d’association des com-
plexes ci-dessus. Pour cc faire, trois
¢léments sont nécessaires : (1) le
substrat altcrnatif doit étre suffisam-
ment voisin du myristate pour étre
reconnu par ’acyl transférasc qui va
lc transformer en dérivé du coenzyme
A et donner le substrat de la NMT
sous forme de « substrat-alternatif-
CoA » ; (2) cc substrat alternatif doit
étre reconnu par la NMT ; et enfin
(3), les caracterlsthues de la protéine
ainsi acyléc doivent étre suffisamment
altérées pour quc les associations
mentionnées plus haut ne puissent
pas se fairc. On obtient dés lors un
moyen d’interagir avec la myristoy-

lation sans I'inhiber. Tres t6t dans
leurs études sur la NMT de levure,
Heuckcroth et al. sc sont intércssés
aux spécificités (substrats et co-
substrats) de ccttc cnzyme. En parti-
culicr, ils ont montré que, bicn que
la. NMT de levure ne reconnaisse
pratiquement que lc myristate comme
co-substrat naturel, son substrat étant
exclusivement la glycine N-terminale
d’une protéinc, ellc est capable de
reconnaitrc des co-substrats artificicls
dérivés du myristate, en particulier
des composés linéaires dans lesquels
un méthylene est remplacé par un
hétéro-atome (O,S) [44-46]. IIs ont
méme synthétisé des composés fina-
lement plus proches d’une structure
de palmitate que dc celle du myris-
tate [47]. Plus d’une centaine de
structures de ce type ont été synthé-
tisées puis testées sur divers types de
modeles. Quelques-uns de ces analo-
gues montrent une activité tres inté-
ressante cn pharmacologie antiviralc.
En cffet, les protéincs cndogenes acy-
lées par ces composés artificiels, qui
sont plus polaires que le myristate, ne
sont pas distribuécs normalement
dans la cellule [48] et voicnt souvent
leur fonction altéréc, non pas a tra-
vers une inhibition dc¢ lcur capacité
catalytique — quand elle cst connuc
— mais a causc d’une mauvaise dis-
tribution subcellulaire. J. I. Gordon
et al. ont multiplié les expéricnces
démontrant quc ccs substrats alterna-
tifs remplacent bien le myristate
endogene dans ses fonctions cellulai-
res d’acylation. En particulier, nous
citerons lcs trois cxcmples sulvants :
I’intégration du  10-propoxy-
décanoyl-CoA ne modific pas la dis-
tribution subcellulairc dc la plupart
des protéines myristoylées dans
BC3H1 (unc lignéc cellulaire murine)
a D’exception de celle de pp60™ et
d’une protéine myristoylée de
63kDa [49] ; I'incubation de ccllules
H9 infectées par VIH-1 (souche
HXB2gptX) avec dc l’acide 12-mé-
thoxydodécanoique entraine la dimi-
nution de la formation de
syncytiums, du niveau dc p24 et dc
lactivité transcriptasc inverse, alors
que lacide 5- octyloxypentanmque
inhibe I’ asscmblage du virus leucémi-
que murin de Moloncy (MoMuLV),
test sur lequel I’acide 12-méthoxydo-
décanoiquec est quant a lui inactif
[50] ; Pincorporation de l'acide 12-
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méthoxydodécanoique dans le précur-
seur Pr55¢¢ de VIH-1 inhibe sa
maturation protéolytique et la pro-
duction de virus dans une lignée cel-
lulaire lymphoide humaine infectée
chroniquement [51]. Il est a noter
également deux nouvelles approches
thérapeutiques ouvertes par ’activité
de certains de ces composés sur la
viabilité des trypanosomes [52] ainsi
que de C. albicans [37].

Les inhibiteurs de NMT :
antiviraux et anticancéreux

Il s’agit bien de montrer ici au lcc-
teur 'intérét que les NMT peuvent
présenter en tant que cibles thérapcu-
tiques potentielles. La tendance de
ces dernieres années, qui est d’essayer
de faire profiter le patient des
extraordinaircs progres des connais-
sances sur la transformation cellulaire
et sur la virologie — particulierement
la rétrovirologie —, est en passe
d’aboutir a la multiplication de pro-
grammes de recherche en oncologie
moléculaire et en virologic, a la fois
publics et privés. Les voies les plus
explorées ont été ccs dernieres années
les tyrosine protéinc kinases avec la
découverte encourageante des
tyrphostines, ces inhibiteurs « spécifi-
ques » de ces enzymes, et la S-
farnésyl transférase dont des inhibi-
teurs pourraient étre actifs dans les
cancers surexprimant l’oncogene ras
[53, 54]. Le <cas de la N-
myristoylation semble tout a fait
extraordinaire. La NMT joue un role
central non seulement dans certaines
maladies cancéreuses, mais aussi dans
certaines affections virales — certai-
nement parmi les principaux fléaux
de notre civilisation moderne ! Ses
inhibiteurs pourraient nous donner
acces a des composés qui, a 'inverse
des inhibiteurs de protéases virales ou
de transcriptases inverses rétrovirales,
ne seraient pas spécifiques d’un type
de virus, mais bien dc nombreux
virus a myristate (7Tableau 111). Cela
ne doit pas faire perdre de vue
I’accumulation nécessaire de données
pour ’obtention de telles molécules
actives. En janvier 1993, 1l n’existe
aucune étude systématique publiée
sur des inhibiteurs de NMT. Quatre
types d’inhibiteurs ont été décrits : les
octapeptides [20], les analogues de
myristoyl-CoA [55, 56] et les analo-
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Figure 2. Comparaison de la capacité d’inhibition de la NMT par deux
« myraas ». S 156575, le plus puissant des « myraas » que nous ayons synthé-
tisés a ce jour est ici comparé, sur le méme test, au S 156365. Les deux com-
posés ne différent que par la présence d’'un oxygéene en position 13 (S 156365).

(Adaptée de [36].)

gues de myristoylglycine [57]. Tres
brievement, il semble que ces com-
posés, qui sont d’excellents outils
pharmacologiques pour I’étude des
NMT, possédent en tant qu’agents
pharmacologiques une au moins des
propriétés rédhibitoires suivantes :
(1) instabilité plasmatique potentielle
des octapeptides du type
GLAAAARR ainsi que, peut-étre des
problemes de pharmacologie cellulaire
(difficulté de la pénétration de ces
produits dans la ccllule cible) tant
qu’ils n’auront pas été modifiés en
pseudo-peptides [58] ; (2) complexité
de syntheése des analogues de
coenzyme A — avec peut-étre des
problemes de spécificité de la cible
puisque la partie coenzyme est sus-
ceptible d’étre reconnue par d’autres
enzymes ; (3) hyper-réactivité des
dérivés aldéhydes de la myristoylgly-
cine dont la durée dc vie plasmatique
est toujours tres courte. Nous avons
synthétisé une gamme de dérivés de
myristoylaminoacides, les « myraas »
[Boutin et al., en préparation], dont
certains sont des inhibiteurs puissants
de NMT de mammiféres, avec des
IC50 allant jusqu’a 10-"M [36].
L’une des constatations les plus trou-
blantes quc nous ayons faites est que
la substitution de la partie myristoy-
lée du meilleur inhibiteur, le S 15575,
par un analogue du myristate tel que
ceux décrits par le groupe dc
J. I. Gordon, fait perdre a cette

molécule pratiquement toute sa capa-
cité d’inhiber ’activit¢ NMT cytoso-
lique (divisée par 1000, figure 2).
Cette observation semble suggérer
que ces analogues d’acide myristique
ne sont pas reconnus par la ou les
NMT cytosolique(s) de cellules
L1210, ou du moins qu’ils ne sont
pas reconnus avec la méme affinité.
Les premiers résultats sont toutefois
troublants : ’action de nos inhibi-
teurs est peu importante sur le cycle
du virus de la poliomyélite. Ils ne
protegent pas les lymphocytes T en
culture de la cytopathie engendrée
par le VIH. Et s’ils inhibent forte-
ment I'infection dc cellules saines par
les virus de I’ Herpes simplex 1 et 2, ces
données ne semblent pas étre retrou-
vées in vivo. Certains sont actifs sur
la phase tardive d’infection dans un
test décrit par Savatier et al. [59] uti-
lisant des cellules transcomplémentan-
tes (buffalo rat lwer) infectées par un
rétrovirus murin recombinant
(MoMuLV  SVnlsLacZ). Les
« myraas » sont des composés lipoy-
lés, et donc a caractere fortement
hydrophobe. Leur pharmacologie cel-
lulaire n’a pas été encore suffisam-
ment étudiée.

Moins qu’une conclusion,
une perspective

Notre découverte d’inhibiteurs puis-
sants de la NMT cytosolique est un
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pas vers 'obtention de composés de
référence dans la recherche de ces
antiviraux et anticancéreux potentiels.
Il reste clairement une importante
série de problemes a résoudre, a la
fois fondamentaux et pharmacologi-
ques : (1) Quels sont les roles des
NMT microsomiales et cytosoliques ?
Leurs spécificités sont-elles différen-
tes ? Le site de néo-synthese des pro-
téines virales ou oncogéniques (réti-
culum endoplasmique ou cytosol)
détermine-t-il a lu seul le site de
maturation, puisque cette étape est
co-traductionnelle ? Peuvent-elles
reconnaitre avec efficacité les analo-
gues d’acide myristique ? (2) Y a-t-
il une régulation de Iactivité et/ou de
I’expression de ces différentes NMT
due a la situation pathologique ; une
sorte d’induction ou de régulation
produite par les carcinogénes, peut-
étre a travers le pool de protéines
induites par ces composés ou lors de
la dédifférenciation ? Cette régulation
— ou un mécanisme voisin

pourrait-elle aussi étrc liée a I'expres-
sion de certaines des protéines vira-
les ? (3) Peut-on raisonnablement
penser obtenir des inhibiteurs spéci-
fiques de I'une des NMT comparti-
mentées ? Quelles seront les interfé-
rences de ces inhibiteurs avec la
myristoylation des protéines endoge-
nes — c’est-a-dire celles faisant par-
tie du métabolisme normal de la cel-
lule saine (voir liste non exhaustive,
Tableau 1) ? Ceux que nous avons
découverts pourraient préfigurer des
dérivés dont la pénétration cellulaire
serait améliorée tout en gardant une
toxicité globale qui semble faible chez

la souris (> 200mg/kg, i.p.) M
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Summary

N-myristoyl transferase, at the
junction of virology and onco-
logy : a new approach towards
antiviral and antioncotic drugs ?

N-myristoyl transferase (NMT,
E.C. 2.3.1.97) catalyzes a co-
translational modification present
in two groups of proteins, viral
and oncogenic. The yeast enzyme
has been thoroughly studied : it
has been purified, characterized,
its gene cloned and expressed in
yeast and E. coli. Several ways of
modulation of its activity have
been described. Because this
enzyme, as a target, could repre-
sent a major breakthrough in anti-
viral as well as antioncogenic the-
rapy, it is of major importance
that the NMT activity be fully
studied in mammalian systems.
The first experiments, including
the purification of a cytosolic iso-
form, suggest that some huge dif-
ferences exist between NMTs from
various sources, unlike what had
been suggested in the literature so
far. The present review both deals
with some of these differences and
comprehensively reviews the pro-
teins that are myristoylated. It also
presents the various inhibitors of
NMT described so far. New inhi-
bitors of NMT could become new
classes of antiviral and/or antican-
cer compounds.
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