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Quelques pas en direction du site
de reconnaissance de I'ion sodium
au sein des protéines de transports couplés

De nombreux laboratoires s’atta-
chent a établir la structure, a
I’échelle moléculaire, du ou des sites
responsables de la translocation des
ions et des molécules a travers les
membranes cellulaires. Différentes
classes de systémes protéiques assu-
rent ces transports. Parmi celles-ci,
on trouve la classe des protéines de
transport couplé, qui permettent de
déplacer un ion ou une molécule

d’'un compartiment a I'autre, contre
un potentiel électrochimique défavo-
rable. Ce mouvement se fait a la
faveur de I’énergie dissipée par le
déplacement simultané d’un ion, le
plus souvent un ion Na* ou un pro-
ton, co-transporté par la protéine
sous I'effet d’un potentiel électrochi-
mique favorable. Un tel mécanisme
de conversion énergétique est com-
mun a prés de 70 membres de la
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famille des Na*/co-transporteurs
dont le co-transporteur Na'-glucose
bien connu, caractéristique de
I'intestin gréle et du tubule proximal
du néphron. C’est sur la mélibiose
perméase d’Escherichia coli que les
études structurales sont les plus avan-
cées.

La mélibiose perméase est une pro-
téine membranaire qui permet
I’accumulation intracellulaire de
sucres (de la famille des o-D-galac-
topyranosides) co-transportant du
sodium comme vecteur d’éner-
gie [1]. C’est précisément le fait
d’étre activée par du sodium, qui
plus est chez E. coli, qui lui confére
un intérét tout particulier, car elle
offre la possibilité d’aborder I’étude
structurale du site reconnaissant I’ion
sodium en s’aidant des nombreux
outils de biologie moléculaire dispo-
nibles chez cette espéce.

Figure 1. Révision du modéle de
structure secondaire de la mélibiose
perméase. En A est illustré le modele
initial établi sur la base des données
du profil d’hydropathie combinées a
I'utilisation de la phosphatase alca-
line selon un procédé de fusion au
hasard [8], et en B le modéle révisé
fondé sur les données obtenues par
mutagenése dirigée. Activité de la
phosphatase alcaline: élevée, sym-
boles pleins, basse, symboles vides.
Cercles: données de Pourcher et al.
[6], carrés: données de Botfield et
al. [8]. Un résidu (134) situé du coété
cytoplasmique de la membrane
entre les hélices transmembranaires
4 et 5 devrait, d’aprés les données
de Botfield, étre localisé de I'autre
coté de la membrane. La mutage-
nese du résidu adjacent par I'équipe
du CEA n’a pas confirmé cette don-
née de Botfield.
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Plusieurs équipes avaient déja relevé
un certain nombre de propriétés sus-
ceptibles de rendre compte des capa-
cités de reconnaissance de la molécule
pour I'ion sodium, notamment grace a
des données obtenues par mutagenése
dirigée [2-4] ou par I'analyse de molé-
cules chimériques résultant de la
fusion de domaines complémentaires
de mélibiose perméases homologues
[5]. Ces données suggeérent, entre
autres, que certains résidus des
hélices oo du domaine hydrophobe
aminoterminal seraient impliqués
dans le processus et que certains rési-
dus acides pourraient servir a la coor-
dination du cation couplant.
Cependant, I'interprétation de ces
données ne repose que sur la struc-
ture secondaire de la molécule,
déduite du profil d’hydropathie cal-
culé a partir de la séquence primaire
de la protéine qui ne permet qu'une
prédiction de son organisation dans
la membrane. Il était donc indispen-
sable de vérifier la validité de cette
structure. Une équipe du CEA vient
d’effectuer une étude topologique de
la mélibiose perméase [6] en utili-
sant des protéines de fusion, engen-
drées par le gene phoA codant pour
la phosphatase alcaline [7]. Cette
enzyme possede une séquence signal
qui lui permet d’étre exportée du
cytoplasme, ot elle est inactive, vers
le périplasme ou elle devient active
par dimérisation. Quand la phospha-
tase alcaline dépourvue de son signal
est alors fusionnée avec les fragments
carboxyterminaux de la mélibiose,
deux voies sont possibles:

—si le segment précédant le point de
fusion est localisé dans le feuillet lipi-
dique externe de la membrane, du
coté périplasmique (comme celui
portant le site 37 de la figure 1B),
I’enzyme sera exportée vers le péri-
plasme et deviendra donc active;

— si elle est localisée dans le feuillet
interne, du c6té cytoplasmique
(comme celui portant le site 1 7de la
méme figure), elle ne sera pas expor-
tée et restera donc inactive.

Jusqu’a présent, cette technique avait

été utilisée pour conforter la struc-
ture secondaire de la mélibiose per-
méase de E. coli selon un procédé de
fusion au hasard. Au cours de leur
travail, Pourcher et al. [6] ont associé
la mutagenese dirigée pour intro-
duire le géne phoA en des endroits
stratégiquement importants de la
molécule; 57 sites au total ont été
explorés.

Les résultats de ces expériences
confirment l'existence dans la méli-
biose perméase de douze segments
transmembranaires ainsi que I’exacti-
tude du modele dérivé du profil
d’hydropathie pour sept des douze
segments. En revanche, pour cinq
d’entre eux (en partant de I'extré-
mité aminoterminale, H2, H4, H6,
H7 et H10) le modeéle a da étre
reconsidéré. En particulier, la com-
position de la partie cytoplasmique
de la boucle entre les segments H6 et
H7 a été raccourcie de 14 résidus
(figure 1). La modification de la distri-
bution des résidus dans les segments
H2 et H4 pourrait avoir des consé-
quences sur le plan fonctionnel car
c’est précisément ces segments qui
ont la plus grande densité de charges
électriques. Parmi les résidus char-
gés, on compte les trois acides aspar-
tiques qui pourraient intervenir lors
de la reconnaissance cationique (D55
et D59 en H2 et D124 en H4). Dans
le modeéle révisé, ces trois acides ami-
nés restent toujours localisés dans la
membrane, mais ils seraient plus
proches du cytoplasme qu’initiale-
ment prévu. Un quatrieme acide
aminé chargé négativement, un acide
aspartique en position 19, serait a

présent localisé sur le nouveau
modele dans le segment transmem-
branaire H1 et pourrait compléter le
réseau de coordination pour les
cations. En contrepartie, on com-
prend que I’acide aspartique en posi-
tion 35 (en HI) ne puisse jouer
aucun role dans la fixation des
cations [2, 3], sa nouvelle localisation
I’éloignant des autres résidus acides,
contrairement a ce qui avait été sup-
posé a partir du seul profil d’hydro-
pathie.
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