
HAL Id: tel-00004186
https://theses.hal.science/tel-00004186

Submitted on 15 Jan 2004

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Etude structurale des petites protéines G : Rap2A dans
un complexe non catalytique avec le GTP et Arf6 en

complexe avec du GDP
Julie Menetrey

To cite this version:
Julie Menetrey. Etude structurale des petites protéines G : Rap2A dans un complexe non catalytique
avec le GTP et Arf6 en complexe avec du GDP. Biochimie [q-bio.BM]. Université Pierre et Marie
Curie - Paris VI, 2000. Français. �NNT : �. �tel-00004186�

https://theses.hal.science/tel-00004186
https://hal.archives-ouvertes.fr


THESE de DOCTORAT de l'UNIVERSITE de PARIS 6

Spécialité:

Biophysique Moléculaire

Présentée par

Julie Ménétrey

Pour obtenir le grade de DOCTEUR de l'UNIVERSITE PARIS 6

Sujet de la thèse:

Etude structurale des petites protéines G :

Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP
et

Arf6 en complexe avec le GDP

Soutenue le 5 Décembre 2000

devant le jury composé de :

Mr Paul VIGNY Président

Mme Anne DEBANT Rapportrice

Mme Eva PEBAY-PEYROULA Rapportrice

Mr André MENEZ Examinateur

Mme Christine LAMBERT Examinatrice

Mme Jacqueline CHERFILS Directrice de thèse



1

Remerciements

Je tiens à te remercier Jacqueline pour avoir encadré ma thèse avec autant de

dynamisme, pour avoir largement contribué à mes premiers pas de scientifique, et

pour avoir fait de ces quatre années une expérience riche et instructive.

Encore merci ….

Je remercie Joël Janin et tout le LEBS pour m'avoir accueillie pendant ces

quatre années.

Je tiens à remercier les membres de mon jury de thèse pour avoir accepté de

rapporter et d'examiner mon travail de thèse.

Je remercie le centre de recherche de Zénéca-Pharma de Reims, dirigé par Mr

Patrice SIRET pour leur soutien financier et l'accueil qu'ils m'ont réservé à chacune

de mes visites.

Je remercie l'IFSBM pour leur soutien financier et pour la qualité et la diversité

de leur formation.

Je tiens à remercier nos collaborateurs : l'équipe de Marc Chabre de l'Institut

de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire et l'équipe de Jean-Renaud Garel du

Laboratoire d'Enzymologie et de Biochimie Structurales pour nous avoir préparé des

dizaines de milligramme de protéines (qui cristallisent !!!).

À Annie, Gérard, Louis, Nicolas, Petya, Philippe et Sebastiano, compagnons de

bureau, de paillasse et de clavier, pour vos bons conseils et votre aide, pour les

discussions sérieuses et beaucoup moins sérieuses, pour tous ces bons moments

passé en votre compagnie (pauses bananes incluses) …:  Un grand merci.



2

À mes parents et ma sœur,

Pour m'avoir donné les moyens de réussir et avoir cru en moi

À Miguel,

Pour ton soutien de tous les jours et tout le reste…



3

Sommaire abrégé

Remerciements…………………….……………………………………………………….….
Sommaire abrégé……………..…….……………………………….………………………
Sommaire……..………………………………………………………………………………...
Liste des figures et tableaux…….…………………………………………….………….
Abréviations…………..……………….……………..……………….…….…………………

Avant-propos……………………………………………………………………………………………..

Introduction : Structures des petites protéines G ………..
� I-Définition d’une petite protéine G………………………………………………...
� II-Changements de conformation induits par le cycle structural

GDP/GTP des petites protéines …………………………………………..…….…..
� III-Caractéristiques structurales des petites protéines G…….….…….…
� Annexe de l’Introduction….……………………………………..…………………….

Chapitre 1 : Etude structurale de la protéine Rap2A dans
un complexe non catalytique avec le GTP……………………..…..…
� I-Généralités………………………………………………………………………………………….
� II-Etude structurale de Rap2A dans un complexe non catalytique avec

le GTP…………………………………………………………………………………………………...…

Chapitre 2 : L'étude structurale de la protéine Arf6 en
complexe avec le GDP suggère une base structurale
pour la spécificité des facteurs d'échange
GDP/GTP…………………………………………..………………………………………………………
� I-Généralités……………………………………………….………………………………………….
� II-Etude structurale de Arf6 en complexe avec du GDP……………………....

Conclusions générales et perspectives………………………………..…

Annexes ………………………….……………………………………………..……………………….

Références………………………………………..………………….………………….…….……………

1
3
4
8

10

27

14

14

11

37
35

33

89
65
63

117

104

99

23

51



4

Sommaire

Remerciements……………………………………………………………………………….……..…1
Sommaire abrégé………………………………………………………………………………….….3
Sommaire…………………………………………………………………………………………………...4
Liste des figures et tableaux………………………………………………………………...8
Abréviations……………………………………………………………………………………………..10

Avant-propos….…………………………………………………………………………………….

Introduction : La structure des petites protéines G

I-Définition d’une petite protéine G …………………………………………………..16
A-Cycle moléculaire GDP/GTP des petites protéines G…………………….….…….16
B-Structure générale d'une petite protéine G……………………………………..……..17
1-Repliement général…………………………………………………………………………….…………….……..17
2-Configuration du site nucléotidique……………………………………………………………..……..……..

a-Motifs caractéristiques……………………………………………………………………..………...1
b-Magnésium…………………………………………………………………………………..……..…20

C-Association des petites protéines G à la membrane……………………..…………21
  1-Association constitutive à la membrane……………………………………………………………….…..….2

2-Association partielle à la membrane…………………………………………………………………………...21
3-Ran ne s'associe pas à la membrane……………………………..…………………………………………..21

II-Changements de conformation induits par le cycle structural
GDP/GTP des petites protéines G……………………………………………………...23
A-Changements de conformation communs aux petites protéines G :
Switch I et Switch II………………………………………………………………………….……..…
1-Switch I………………………………………………………………………………………………………..………...
2-Switch II……………………………………………………………………………………………………………..….
B-Changements de conformation particuliers à une famille…………….………...26
1-L’Interswitch et l’hélice N-Terminale des protéines ARF……………………………………………..….26
2-Switch C-Terminal de la protéine Ran………………………………………..………………………….…..

III-Caractéristiques structurales des petites protéines G………….27
A-Repliement général………………………………………………………………………….…….…27
1-Insertion d'une hélice chez les protéines RHO……………………………….……………………….27
2-L'hélice N-Terminale des protéines ARF………………………………………..………………..…….28
3-Extension C-Terminale de Ran……………………………………………………………………….……28
4-Autres caractéristiques……………………………….………………………………………………….….29

a-Différences structurales au niveau de la ’’conformation ouverte’’ du Switch I entre
 les protéines Arf1/6-GDP et Ran-GDP…………………………………………………………….

1
3
4

8
10

11

17
17

16
16

21
21
20
18
18

21
22

23

23
23

25
26
26
26

28
27
27
27

29
28

29



5

b-Résidu "charnière" à la fin du Switch I chez les protéines ARF, RAN et RAB………………...29
c-Interswitch : région flexible des petites protéines G………………………..………….…….…29

B-Site nucléotidique………………………………………………………………………………..…..
1-La glutamine catalytique du motif PM3 est remplacée par une thréonine chez les protéines
   Rap…………………………………………………………………………………………………………………………31
2-Les protéines ARF ne possèdent pas de motif G1……………………………………………………31
3-Variabilité du motif G2 dans la famille RHO………………………………………………………..…..….

a-L'asparagine du motif G2 n'est pas conservée chez Rac1 et CDC42…………………..…..…31
b-La lysine du motif G2 n'est pas conservée chez CDC42……….………………………………..32

4-Autres caractéristiques……………………………………………………………………………………..32
a-La lysine du motif G3 n'est pas conservée chez Rac1, CDC42 et Arf ………………….……..32
b-Conséquence de la conformation ouverte du Switch I de Ran-GDP sur le motif G1……..…32

Annexes de l’Introduction : Méthodologies employées pour décrire
structuralement les petites protéines G dans l’Introduction……………………………..…31-
1-Superposition des structures du tableau 1……………………………………………………………....…….
2-Alignement de séquences des petites protéines G listées dans le tableau 1 "basé sur la
structure"…………………………………………………………………………………………………………..…..….34
3-Superposition des Interswitch de petites protéines G……………………………….……………….….34

Chapitre 1 : Etude de la protéine Rap2A dans un
complexe non catalytique avec le GTP

I-Généralités……………………………………………………………………………………..….….3
A-La famille des protéines RAS……………………………………………………………..…….37
1-La sous-famille Ras…………………………………………………………….………………………..….38
2-La sous-famille R-Ras………………………………………………………….……………..…………….39
3-La sous-famille Ral……………………………………………………………………..………….……….40
4-La protéine Rheb…………………………………………………………………………..………….…….41
5-Les protéines Rin et Rit………………………………………………………………..………………….42
B-La sous-famille Rap…………………………………………………..………….……………………..….
1-Généralités…………………………………………………………………………………….…...………..43
2-Les protéines Rap1…………………………………………………………………………..…………..…44
3-Les protéines Rap2……………………………………………………………………………..…………..46
C-Cycle structural GDP/GTP de Rap2A……………………………………………………..…48

II-Etude structurale de Rap2A dans un complexe non
catalytique avec le GTP…………………………………………………………………………
A-Article 1………………………………………………………………………………………………....…51
B-Données expérimentales……………………………………………………………………….….53
1-Collecte et traitements des données……………………………………………………….…………...53
2-Remplacement moléculaire et affinement de la structure……………………………………….…54
C-Commentaires post-publication………………………………………..…….…….…….….56

29
29

30
30
31
31
31
31

33
33

32
31

34
33

38
37
37

39
40
41

43
43
42

48
46
44

54
54
51
51

55
57



6

1-La tyrosine 32…………………………………………………………………………………….……...….
a-Interaction tyrosine 32/phosphate gamma chez les petites protéines G…………………..…
b-Les petites protéines G qui ne possèdent pas de tyrosine 32……………………………….…
c-Compétition entre la tyrosine 32 et "l'arginine finger" des GAP……………………….…….…
d-Rôle de la tyrosine 32…………………………………………………………….……..………..…

2-Flexibilité des régions Switch …………………………………..…………………………………..….

Chapitre 2-L'étude de la protéine Arf6 en complexe avec
le GDP suggère une base structurale pour la spécificité
des facteurs d'échange GDP/GTP

I-Généralités…………………………………………………..………………………………..……….62
A-La famille des protéines ARF…………………………………………………..…………..……63
1-La sous-famille Arf …………………………………………………………………………..………………64
2-la sous-famille Arl……………………………………………………………………..……………..………65

a-Sous-groupe ARL4………………………………………………………………………..………..…65
b- Arl1, 2, 3, 5……………………………………………………………..………………………….…

3-La protéine ARD1……………………………………………………………………………………….……66
4-La protéine Sar1…………………………………………………………………………….…………………67
5-La protéine ARP……………………………………………………………………………………....………67
B-Les protéines régulatrices des protéines Arf ………………………..….………..……
1-Les ArfGEF…………………………………………………………………………….………………………..68

a-Domaine sec7………………………………………………………….…………………………………68
b-Mécanisme d'échange du nucléotide de Arf1 par un domaine sec7…………………….…….…68
c-Les différentes familles de ArfGEF……………………………………………………...……………69
d-Spécificités des ArfGEF pour les protéines Arf………………………………………………………70
e-Spécificités des ArfGEF pour les phosphoinositols…………………..………………………………70

2-Les ArfGAP………………………………………………………………………………………………………70
a-Domaine GAP…………………………………………………………….………………….………..…71
b-Mécanisme d'hydrolyse du GTP de Arf1 par une GAP ……………………………….…….……..71
c-Autres fonctions des ArfGAP…………………………………………………………………...………72
d-Spécificités des ArfGAP pour les protéines Arf……………………………………..……….………73
e-Spécificité des ArfGAP pour les phosphoinositols……………………………………….………..…73

C-Arf1 et les protéines de la classe I et II………………………………….…….………....74
1-Localisations………………………………………………………………………………………………...…74
2-Fonctions et partenaires……………………………………………………………………………………
3-Le cycle GDP/GTP de Arf1 est associé à un cycle cytosol/membrane…………………………..78
D-Arf6…………………………………………………………………………………………….………………80
1-Localisations………………………………………………………………………………………………….…80
2-Fonctions………………………………………………………………………………….………………….…81
3-Les particularités biochimiques de Arf6……………………………………………………………….…85

57
57

61
60
59
58

67
66
65
65

68
68
69
69
70

72
71
71
70
70
70

73
73
73
72

75
76
76

77
76
76

80
82
83
84
88



7

II-Etude structurale de Arf6 en complexe avec du GDP……..………86
A-Article 2…………………………………………………………………………………………………..….86
B-Données expérimentales…………………………………………………………….……….…...88
1-Cristallisation de Arf6-GDP…………………………………………………………………………………..88
2-Collecte et traitement des données cristallographiques………………………………………...…..89
3-Remplacement moléculaire et affinement de Arf6-GDP………………………………..……….…..90
C-Particularités de la structure………………………………………………….……..…………..9
1-Absence du magnésium dans le site nucléotidique……………………………..…………………….92
2-Présence d'une molécule de DTT au niveau de la cystéine du motif G3 [CAT] ..………….….94

Conclusions générales et perspectives………………………...…………97

Annexes
Annexe A   Article de l'étude du cycle GDP/GTP structural de Rap2A………………..

Annexe B   Article de l'étude structurale du domaine sec7 du facteur
       d'échange ARNO des protéines Arf……………………………………………………

Annexe C  Essais de cristallisation de Arf1∆17 en complexe avec du GTPγS
                et en complexe avec le domaine sec7 du facteur d'échange ARNO……

Annexe D  Cristallisation et collecte des données cristallographiques de
                 Arf6-GTPγS………………………………………………………………………………….

Références…………………………………………………………………………………….…………1

91
89
89

91
92
93
95

99

97
95

108

106

104

117

112



8

Liste des Figures et Tableaux

Face à la page

Avant-propos

Fig.1 : Arbre de la super-famille des petites protéines G…………………………………………..……1

Introduction

Fig.2 : Cycle moléculaire GDP/GTP des petites protéines G…………………………………………....16

Fig.3 : Repliement général des petites protéines G………………………………………………………..17

Fig.4 : Alignement de séquences ''basé sur la structure" des petites protéines G du tableau I

et pourcentage d'identité et de similarité de séquence avec H-Ras……………………………….

Tableau I :Informations sur les structures de petites protéines G utilisées pour les

descriptions structurales faites à l’Introduction. ………………………….…………………………

Fig.5a: Motifs caractéristiques des petites protéines G…………………………………….………….19

Fig.5b : Position structurale des motifs caractéristiques…………….………………………..….…19

Fig.6 : Schéma de la configuration du site nucléotidique des petites protéines G………...…

Fig.7 : Modifications lipidiques trouvées chez les petites protéines G…………….………….…

Fig.8 : Changements de conformation au cours du cycle GDP/GTP de H-Ras, RhoA, Arf1 et

Ran…………….…………..……………………………………………………………………………..…….23

Fig.9 : Insertion d'une hélice chez les protéines RHO et d'un "crochet" chez Ypt51 par

rapport au repliement général……………………………………..……….……………………………..27

Fig.10 : Vue stéréographique de la superposition de l'Interswitch des petites protéines G..

Chapitre 1

Fig.11 : Dendrogramme de la famille RAS…………….……………………………………………….37

Fig.12 : Alignement de séquences des protéines humaines de la famille RAS et pourcentage

d'identité et de similarité de séquence entre elles ……………………..…………………………….

Fig.13 : Vue stéréographique des changements de conformation du cycle structural

GDP/GTP et des régions flexibles de Rap2A…………….……………………………………………...49

Fig.14 : Interactions faites par la tyrosine 32 au niveau du site nucléotidique de Rap2A-

GTP…………….…………………………………………………………………………………………….…..50

Fig.15 : Formules du Rsym, du facteur R, du facteur Rfree, du facteur de corrélation

et de la densité électronique de type aFo-bFc…………….………………….…………………………

12

16
17

18

20

19

19

18

24

27
29

21

50

49

38

37

56



9

Fig.16: Cristaux de Rap2A-GTP…………….……………………………………………………………..54

Tableau II: Flexibilité des Switch I et II des petites protéines G…………….……………..…..

Chapitre 2

Fig.17: alignement de séquences des protéines ARF et pourcentage de similarité et

d'identité de séquence entre elles…………………………………………………………………………63

Fig.18 : Représentation schématique des familles ArfGEF et ArfGAP…………….……………..68

Fig.19 : Mécanisme d'activation de Arf1 par sa GEF en présence de membrane………….…

Fig.20 : Structures tridimensionelles de Arf1…………………………….………………………….…

Fig.21 : Cristal de Arf6-GDP…………….…………………………………………………..………….…89

Tableau III : Statistiques du remplacement moléculaire de Arf6-GDP……….……………….

Fig.22 : Densité électronique de la cystéine 159 et de la molécule de DTT………………..…

Annexes

Fig.23 : Mécanisme d'activation des petites protéines G par un facteur d'échange

GDP/GTP…………….…………………………………………………………………………………………

Fig.24 : Cristaux de Arf6-GTPγS…………….…………………………………..………………………

Fig.25 : Méthode de congélat ion des cr istaux dans de l 'éthane

liquide…………….…………………………………………………………………………………………….

61

54

71

65

81

82

92

94

98

113

109

114



10

Abréviations

ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire

AMPc: Adénosine mono phosphate cyclique

AP : Adaptor protein

COP : COatomer Proteins

DAG : Diacylglycérol

DTT : Dithiothreitol

EDTA : EthyleneDiaminoTetraAcetic acid

ESRF: European Synchrotron Radiation facility

E. Coli : Escherichia Coli

GAP : GTPase Activating Protein

GDP : Guanosine  5'-diphosphate

GTP : Guanosine 5'-triphosphate

GTPγS : Guanosine 5'-(γ-thio)triphosphate

GDPNHP : Guanylyl β, γ-imidodiphosphate

GDPCH2P : Guanylyl β, γ-methylenediphosphonate

GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor

LURE : Laboratoire pour l'Utilisation du Rayonnement Electro-magnétique

PA : acide phosphatidique

PC : phosphatidylcholine

PCR : Polymerase Chain Reaction

PIP : Phospho-Inositol monophosphate

PIP2 : Phospho-Inositol diphosphate

PIP3 : Phospho-Inositol triphosphate

PKA : Protein Kinase A

PKC : protein Kinase C

PLD : phospholipase D

r.m.s.d. : root mean square deviation



11

Avant-propos

Les petites protéines G représentent une super-famille de protéines (environ

100 protéines) classées en 5 familles principales : RAS, RAB, RHO, RAN et ARF

chacune constituée par des sous-familles (fig.1). Elles sont impliquées dans des

processus cellulaires fondamentaux et divers, comme la différentiation et la

prolifération cellulaire, l'organisation et la dynamique du cytosquelette, et les

transports intracellulaires. Le dysfonctionnement de ces protéines peut entraîner des

pathologies humaines comme le cancer, l’inflammation, le diabète et pourrait être

impliqué dans le contrôle de l'entrée de pathogènes dans les cellules. Une

compréhension détaillée des mécanismes moléculaires qui régulent les petites

protéines G permettrait d’imaginer de nouvelles approches pour l’identification et la

conception d'inhibiteurs.

Les petites protéines G sont des ''interrupteurs moléculaires'', c'est-à-dire

qu'elles alternent entre un état inactif et un état actif. Ce processus est la

conséquence d'un cycle moléculaire et structural GDP/GTP. La petite protéine G en

complexe avec du GDP est inactive. Le GDP est échangé contre du GTP, ce qui a

pour effet d'activer la protéine en induisant des changements de conformation qui lui

permettent d'interagir avec des effecteurs (partenaires cellulaires spécifiques de la

forme GTP). L'hydrolyse du GTP en GDP + phosphate inorganique a pour effet de

désactiver la protéine qui change à nouveau de conformation, ce qui l'empêche

d'interagir avec les effecteurs. Les petites protéines G ne fonctionnent pas seules,

elles sont activées par un facteur d'échange GDP/GTP (GEF) et désactivées par une

protéine activatrice de la GTPase (GAP), sans ces deux protéines régulatrices le cycle

GDP/GTP des petites protéines G n'est pas fonctionnel.

Nous avons choisi au laboratoire de nous intéresser aux mécanismes

structuraux de la régulation moléculaire des petites protéines G. Pour cela, nous

étudions les petites protéines G et leurs partenaires d'un point de vue structural, par

diffraction des rayons X.



Figure 1: Arbre de la super-famille des petites protéines G.
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Les thèmes abordés au cours de mon travail de thèse portent sur la protéine

Rap2A, homologue de H-Ras et les protéines Arf. Je présenterai les deux principaux

projets sur lesquels j'ai travaillé : l'étude structurale de la protéine Rap2A dans un

complexe non catalytique avec le GTP et l'étude structurale de la protéine Arf6 en

complexe avec du GDP. La structure de Rap2A en complexe avec du GTP représente

une forme non catalytique de la protéine, car la présence du GTP dans le site

nucléotidique suggère que celui-ci n’a pas été hydrolysé. Cette structure a permis de

confirmer la présence d'une nouvelle interaction au niveau du site nucléotidique. Le

rôle de cette interaction sera discuté. De plus, nous avons discuté les transitions

désorde/ordre des régions Switch de Rap2A, et avons élargi notre discussion aux

régions Switch des petites protéines G pour qui les structures sont connues (Chapitre

1-II-C-2). L'étude structurale de la petite protéine G Arf6 en complexe avec du GDP a

permis de mettre en évidence que deux protéines proches (84 % de similarité de

séquence) pouvaient avoir des structures assez différentes pour êtres reconnues par

des partenaires distincts. De plus, nous avons montré qu'une différence de séquence

entre Arf1 et Arf6, en dehors du site nucléotidique est responsable de l’élimination

d’une interaction dans le site nucléotidique (Chapitre 2-II-A). Cette observation a

permis à nos collaborateurs de montrer par mutagenèse dirigée basée sur la

structure que ce résidu est responsable de la différence d’affinité des deux protéines

pour le GDP.

L’analyse des structures de Rap2A et Arf6 a nécessité que j’acquière une vue

d’ensemble sur la structure des petites protéines G, mais aussi une vue d’ensemble

sur les différentes protéines qui constituent chaque sous-famille à laquelle

appartiennent les protéines Rap2A et Arf6. C’est pourquoi, l’introduction de ce

manuscrit décrit en détail la structure des petites protéines G. Cette description

permettra de poser les bases structurales nécessaires à l’analyse de la structure de

Rap2A-GTP (Chapitre 1) et de Arf6-GDP (Chapitre 2). Et c’est pourquoi, les deux

chapitres qui présentent l’étude structurale de Rap2A et de Arf6 seront introduits par

une description générale des différentes protéines qui constituent la sous-famille RAS

et ARF. Ces descriptions permettront de mettre en évidence les différences que

peuvent posséder des protéines à forte homologie de séquence, et de se poser la



13

question de savoir sur quelles bases structurales ces différences peuvent être

généré.

L’étude structurale de Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP et

l’étude structurale de Arf6 en complexe avec du GDP ont fait l’objet d’une publication

dans PROTEINS Structure, Function and Genetics et Nature Structural Biology

respectivement. Ces deux articles sont présentés dans ce manuscrit et serviront de

base aux discussions.

Les conclusions générales et les perspectives de ce travail seront présentées à

la suite de l’étude structurale de Rap2A et de Arf6. Dans ce paragraphe, nous

discuterons des bases structurales qui permettent à des protéines fortement

homologues d'être distinguées par les mêmes partenaires cellulaires. Nous

généraliserons cette discussion à la super-famille des petites protéines G. De plus,

nous discuterons de la difficulté de prédire des modèles de petite protéine G à partir

d'homologue au vue des résultats surprenants que nous avons observé en résolvant

la structure de Arf6-GDP.

Les projets auxquels j'ai participé au cours de ma thèse seront présentés en

annexe. L'étude structurale du domaine sec7 d'un facteur d'échange humain des

protéines Arf qui a fait l'objet d'une publication dans Nature sera présentée en

annexe B. Les essais de cristallisation effectués sur la protéine Arf1∆17 en complexe

avec un analogue non hydrolysable du GTP et en complexe avec le domaine sec7 de

ARNO seront présentés en annexe C. Et pour finir l'obtention de cristaux de Arf6 en

complexe avec du GTPγS et la préparation de condition de cryogénie pour ces

cristaux seront présentés en annexe D.



Introduction

Structures des petites protéines G
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Introduction- La structure des petites protéines G

Depuis la résolution des premières structures de H-Ras en 1988 ((de Vos,

1988), (Milburn, 1990) et (Pai, 1990)), plusieurs structures de petites protéines G

fixant du GDP ou du GTP (en général des analogues non hydrolysables du GTP,

comme le GTPγS ou le GDPNHP) ont été résolues (tab.I), ainsi que des structures de

petites protéines G en complexe avec leurs protéines régulatrices ou leurs effecteurs.

Nous connaissons maintenant la structure d'au moins une petite protéine G dans

chaque famille et pour certaines d'entre elles sous différentes formes (forme GDP,

GTP et en complexe avec une autre protéine).

Cette Introduction a pour objet de décrire en détail la structure des petites

protéines G connues en complexe avec du GDP et du GTP (tab.1), ainsi que les

régions impliquées dans les changements de conformation au cours du cycle

structural GDP/GTP. Les régions qui changent de conformation au cours du cycle

GDP/GTP des petites protéines G ont été appelées Switch I et Switch II (Milburn,

1990). De nombreuses études ont montré que ces régions étaient aussi les

principaux sites d'interactions des partenaires cellulaires (effecteurs et protéines

régulatrices) qui sont des protéines très différentes en structure, en taille et en

séquence.

La description structurale des petites protéines G a déjà été à maintes reprises

présentée dans différentes revues. La description présentée ici couple les

informations regroupées dans ces revues et un travail personnel d’analyse faite au

cours de ma thèse (voir méthodologie présentée en annexe de l’Introduction).

Dans un premier temps, la définition d'une petite protéine G sera abordée d'un

point de vue moléculaire (cycle GDP/GTP et association à la membrane) et d'un point

de vue structural (repliement général et configuration du site nucléotidique). La

définition structurale d'une petite protéine G présentée ici sera utilisée comme

référence dans la suite du manuscrit. Un alignement de séquences ’’basé sur la

structure’’ des petites protéines G connues sera présenté, ceci pour faciliter les

différentes descriptions faites dans cette introduction. L'association des petites
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protéines G à la membrane est abordée d’une façon générale dans le but d’introduire

les commentaires faits au début des Chapitres 1 et 2 sur les différentes modifications

lipidiques des protéines de la famille RAS et ARF. Dans un second temps et à la

lumière de résultats structuraux récents, les changements de conformation communs

aux petites protéines G (Switch I et II) au cours du cycle structural GDP/GTP seront

décrits, ainsi que ceux qui sont particuliers à une protéine donnée. Pour finir et

toujours à la lumière de résultats structuraux récents, les principales caractéristiques

structurales du repliement général des petites protéines G en complexe avec du GDP

ou des analogues du GTP seront présentées, ainsi que les caractéristiques au niveau

du site nucléotidique.



   pG

inactive

GDP    pG

  active

GTP

GEF

GAP

GTP

   Pi

GDP

Figure 2-Cycle moléculaire GDP/GTP des petites protéines G (pG) : Les petites
protéines G sont capables de lier du GDP (forme inactive), de l’échanger contre du GTP
(forme active) et d’hydrolyser ce dernier en GDP+ phosphate inorganique. Ce cycle induit
des changements de conformation qui leur permettent d’interagir avec différents
partenaires cellulaires. Le cycle GDP/GTP des petites protéines G ne fonctionne pas seul,
il est régulé par un facteur d’échange GDP/GTP (GEF) et par une protéine activant la
GTPase intrinsèque des petites protéines G (GAP).
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I-DÉFINITION D'UNE PETITE PROTÉINE G

Les petites protéines G appartiennent à une grande famille de protéines

capables de fixer en alternance du GDP et du GTP. Elles sont appelées petites

protéines G, car contrairement aux autres protéines G (protéines hétérotrimériques,

EF-Tu, Dynamin, GBP…) elles sont composées d’une seule sous-unité et celle-ci est

plus petite (environ 20 kDa). Les petites protéines G décrivent un cycle moléculaire

GDP/GTP en association à la membrane qui leur permet d'être fonctionnelles dans la

cellule (fig.2). Les différentes structures de petites protéines G ont montré que ces

dernières partagent un repliement similaire.

A-Cycle moléculaire GDP/GTP des petites protéines G (fig.2)

L'activité des petites protéines G est contrôlée par le nucléotide qui lui est

associé. La forme liant le GDP est inactive et n'induit aucun signal cellulaire.

L'échange du GDP contre du GTP active la protéine en induisant des changements de

conformation (réarrangements structuraux) qui lui permettent d'interagir avec des

effecteurs (partenaires cellulaires de la forme GTP). Les signaux induits par la forme

active sont interrompus par l'hydrolyse du GTP en GDP + phosphate inorganique. La

petite protéine G est alors désactivée, elle fixe le GDP et relâche le phosphate

inorganique. Les petites protéines G possèdent une faible activité d'échange

GDP/GTP intrinsèque et une faible activité GTPasique intrinsèque qui ne leur

permettent pas d'être fonctionnelles. C'est pourquoi le cycle moléculaire GDP/GTP

des petites protéines G est régulé par un facteur d’échange GDP/GTP (GEF, Guanine

nucleotide Exchange Factor) qui catalyse l’étape d’activation, et une protéine

activatrice de la GTPase (GAP, GTPase Activating Protein) qui catalyse l’étape

d’inactivation (fig.2).

D’autres régulateurs peuvent intervenir au cours du cycle moléculaire

GDP/GTP des petites protéines G. Les protéines inhibitrices de la dissociation du

nucléotide (GDI, Guanine Dissociation Inhibitor) participent à la régulation du cycle

GDP/GTP des protéines de la famille RHO et RAB. Elles inhibent la dissociation du

GDP et permettent aux protéines RHO et RAB de se dissocier des membranes (voir

Introduction-I-C-2). De plus, il a été montré que certains effecteurs de petite



N-Term

C-Term

ββββ1

ββββ2

ββββ3

ββββ6
ββββ5

ββββ4

αααα1

αααα5

αααα4

αααα3

αααα2

Figure 3: Repliement général des petites protéines G
Le nucléotide présenté ici est un GTP, afin de situer le phosphate gamma. Le nucléotide
est en gris et le magnésium est représenté par une sphére blanche. Les régions switch
sont présentées en pointillées car ce sont des régions qui changent de conformation.
Les régions N- et C-Terminales sont variables en longueur, en séquence et en structure,
c’est pourquoi elles ne sont pas représentées. La structure secondaire est annotée, les
boucles qui sont discutées dans le manuscrit sont indiquées.

Switch I

Switch II

L8

L10

L3

L7
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protéine G pouvaient participer à la régulation du cycle GDP/GTP en augmentant

l’activité GTPase de la GAP ((Bischoff, 1995) et (Golberg, 1999)).

B-Structure générale des petites protéines G

Nous connaissons maintenant la structure d'au moins une petite protéine G de

chaque famille, sous la forme GDP et/ou GTP (tab.I). À partir de ces structures, le

repliement général d'une petite protéine G, c'est-à-dire le domaine structural

commun à chaque petite protéine G ainsi que la configuration du site nucléotidique

peuvent être définis et décrits.

1-Repliement général

Le repliement général des petites protéines G a été défini à partir de la

superposition des structures du tableau I (voir méthodologie en annexe de

l’Introduction), comme étant le repliement consensus de toutes les structures de

petites protéines G. Certaines régions ne présentent pas de conformation

consensus : parmi celles-ci on retrouve les régions qui changent de conformation au

cours du cycle structural GDP/GTP (Switch I et II). De plus, les régions N et C-

Terminales des petites protéines G ont été exclues de la définition du repliement

général car elles sont variables en séquence, en longueur et en structure d'une petite

protéine G à l'autre.

Le repliement général des petites protéines G est décrit par une structure

globulaire composée par un feuillet β central de 6 brins (1 antiparallèle et 5

parallèles), qui est entouré par 5 hélices α (fig.3). Le N- et C-Terminus (tronqués) du

repliement général des petites protéines G sont structuralement proches et se

trouvent à l'opposé du site nucléotidique.

Un alignement de séquences "basé sur la structure" (voir méthodologie dans

l'annexe de l’Introduction) des structures de petites protéines G listées dans le

tableau 1, qui a permis de définir le repliement général est présenté ici (fig.4). La

structure secondaire du repliement général des petites protéines G est indiquée sur



                                                    1             10               20               30                   40               50               60                 70               80

H-Ras-GXP   -------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPT--I-EDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEE--YSAMRDQYMRTGEGFLC
Rap2A-GXP   -------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGTFIEKYDPT--I-EDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQ--FASMRDLYIKNGQGFIL
Rab6-GDP    -----------MDEFQNSGLNKYKLVFLGEQAVGKTSIITRFXYDTFDNNYQST—-IGIDFLSKTLYLDEGPVRLQLWDTAGQER--FRSLIPSYIRDSAAAIV
Rab3A-GDPNP MASATDSRYGQKESSDQNFDYMFKILIIGNSSVGKTSFLFRYADDSFTPAFVST--VGIDFKVKTIYRNDKRIKLQIWDTAGQER--YRTITTAYYRGAMGFIL
Ypt51-GDPNP ---------------MNTSVTSIKLVLLGEAAVGKSSIVLRFVSNDFAENKEPT--IGAAFLTQRVTINEHTVKFEIWDTAGQER--FASLAPMYYRNAQAALV
RhoA-GXP    -----------------MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPT--V-FENYVADIEVDGKQVELALWDTAGQED--YDRLRPLSYPDTDVILM
Rac1-GDPNP  -------------------MQAIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNAFPGEYIPT--V-FDNYSANVMVDGKPVNLGLWDTAGQED--YDRLRPLSYPQTDVFLI
CDC42-GDP   -------------------MQTIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNKFPSEYVPT--V-FDNYAVTVMIGGEPYTLGLFDTAGQED--YDRLRPLSYPQTDVFLV
Ran-GDP     ------------MAAQGEPQVQFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKKYVPT--LGVEVHPLVFHTNRGPIKFNVWDTAGQEK--FGGLRDGYYIQAQCAII
Arf1-GDP    -----MGNIFANLFKGLFGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVT-TIPTIGFNVETVEYK--------NISFTVWDVGGQDKIRPLWRHYFQNTQGLIF
Arf1-GDPNP  -----MGNIFANLFKGLFGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVT-TIPT--IGFNVETVEYK----NISFTVWDVGGQDK--IRPLWRHYFQNTQGLIF
Arf6-GDP    -----MGKVLSKIFGNKE----MRILMLGLDAAGKTTILYKLKLGQSVT-TIPTVGFNVETVTYK--------NVKFNVWDVGGQDKIRPLWRHYYTGTQGLIF
             PM1           G1     PM2                PM3

                                  90                100              110              120                                   130                      140              150              160

H-Ras-GXP   VFAINNTKSFEDIH-QYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDLA----A---------RTVESRQAQD--LARSYG---IPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQ
Rap2A-GXP   VYSLVNQQSFQDIK-PMRDQIIRVKRYEKVPVILVGNKVDLE---SE---------REVSSSEGRA--LAEEWG---CPFMETSAKSKTMVDELFAEIVRQMNY
Rab6-GDP    VYDITNRQSFENTT-KWIQDILNERG-KDVIIALVGNKTDLG---DL---------RKVTYEEGXQ--KAQEYN---TXFHETSAKAGHNIKVLFKKTASKLPN
Rab3A_GDPNP MYDITNEESFNAVQ-DWSTQIKTYSW-DNAQVLLVGNKCDME---DE---------RVVSSERGRQ--LADHLG---FEFFEASAKDNINVKQTFERLVDVICE
Ypt51-GDPNP VYDVTKPQSFIKAR-HWVKELHEQAS-KDIIIALVGNKIDMLQEGGE---------RKVAREEGEK--LAEEKG---LLFFETSAKTGENVNDVFLGIGEKIPL
RhoA-GXP    CFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCP--NVPIILVGNKKDLRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGRD--MANRIG--AFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQ
Rac1-GDPNP  CFSLVSPASFENVRAKWYPEVRHHCP--NTPIILVGTKLDLRDDKDTIEKLKEKKLTPITYPQGLA--MAKEIG--AVKYLECSALTQRGLKTVFDEAIRAVLC
CDC42-GDP   CFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCP--KTPFLLVGTQIDLRDDPSTIEKLAKNKQKPITPETAEK--LARDLK--AVKYVECSALTQKGLKNVFDEAILAALE
RAN-GDP     MFDVTSRVTYKNVP-NWHRDLVRVCE--NIPIVLCGNKVDIK----D---------SKVKAKSI-V--FHRKKN---LQYYDISAKSNYNFEKPFLWLARKLIG
Arf1-GDP    VVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELR-DAVLLVFANKQDLP----N---------A-MNAAEITDKLGLHSLRHRNWYIQATCATSGDGLYEGLDWLSNQLRN
Arf1-GTP    VVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELR-DAVLLVFANKQDLP----N---------A-MNAAEITDKLGLHSLRHRNWYIQATCATSGDGLYEGLDWLSNQLRN
Arf6-GDP    VVDCADRDRIDEARQELHRIINDREMR-DAIILIFANKQDLP----D---------A-MKPHEIQEKLGLTRIRDRNWYVQPSCATSGDGLYEGLTWLTSNYKS

              G2              G3

Switch I Switch II

ββββ1 αααα1 ββββ2 ββββ3 αααα2
L1 L2 L3 L4 L5

ββββ6ββββ5 αααα5αααα4ββββ4 αααα3 L10L9L8L7L6



Identité/similarité
    de séquence

                          170             180

H-Ras-GXP   HKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS---------------------- 100/100%
Rap2A-GXP   AAQPDKDDPCCSACNIQ-----------------------------  45/70%
Rab6-GDP    LDNTNNNEANVVDIQLTNNSNKNDKNMLSKCL--------------  25/46%
Rab3A-GDPNP KMSESLDTADLAVTGAKQGPQLTDQQAPPHQDCAC-----------  24/47%
Ypt51-GDPNP KTAEEQNSASNERESNNQRVDLNAANDGTSANSACSC---------  27/51%
RhoA-GXP    ARRGKKKSGCLVL---------------------------------  29/47%
Rac1-GDPNP  PPPVKKRKRKCLLL--------------------------------  31/46%
CDC42-GDP   PPEPKKSRRCVLL---------------------------------  30/46%
Ran-GDP     DPNLEFVAMPALAPPEVVMDPALAAQYEHDLEVAQTTALPDEDDDL  20/35%
Arf1-GDP    QK--------------------------------------------  14/36%
Arf1-GTP    QK--------------------------------------------  14/36%
Arf6-GDP    ----------------------------------------------  13/36%

                                                                                                    

Figure 4: Alignement de séquences ''basé sur la structure" des petites protéines G du tableau 1 et pourcentage d'identité et de similarité
de séquence avec H-Ras.
L'alignement de séquences de ces protéines a été fait avec le programme CLUSTALW, il a été rectifié sur une base structurale, c'est-à-dire que les résidus
structuralement équivalents de chaque protéine ont été alignés (voir méthodologie en annexe du chapitre 1). Ce travail a été fait pour toutes les structures
du tableau 1, dans le cas où l'alignement de séquences "basé sur la structure" d'une même protéine dans deux formes distinctes est équivalent, une seule
séquence est présentée (GXP), sinon le nucléotide présent sera précisé. Les régions N-terminales et C-terminales n'ont pas été alignées, sauf celles de Arf1-
GDP par rapport à celles de Arf6-GDP. Les résidus indiqués en italiques sont absents de la structure. La numérotation de H-Ras est indiquée au dessus de sa
séquence. La structure secondaire du repliement général d'une petite protéine G (chap1-I-B-1) est représentée au-dessus de l'alignement de séquence. Les
traits bleus représentent les brins β, et les traits jaunes les hélices α.  Les pourcentages d'identité et de similarité de séquence entre H-Ras et les autres

protéines sont présentés à la fin de l'alignement de séquence. Les résidus en rouge resprésentent les résidus strictement conservés, les résidus en rose
représentent les résidus conservés à 1 ou 2 résidus prés. Les résidus indiqués en italique sont les résidus absents de la structure. Les motifs caractéristiques
sont surlignés en gris et annotés. Les tirets surlignés en jaune sont des délétions par rapport aux autres séquences. Les résidus surlignés en vert sont des
insertions par rapport aux autres séquences. Les résidus surlignés en indigo représentent les motifs qui subissent des modifications lipidiques. Les résidus en
bleu représentent les motifs polybasiques. Les résidus en vert représentent un motif riche en proline. Les résidus soulignés en noir sont les résidus d'un
switch I en conformation ouverte, ces résidus sont structuralement differents des résidus appartenant à un switch I en conformation fermée, et ne sont par
conséquent pas alignés sur une base structurale.



PDB Résolution
(Å)

Résidus présents dans la

structure/Longueur (aa)
Mutation(s) Référence Espèce

H-Ras-GDP 4Q21 2 1-171/189 non Milburn, 90 Humain

H-Ras-GDPNP 5P21 1,3 1-166/189 non Pai, 90 Humain

Rap2A-GDP 1KAO 1,7 1-167/183 non Cherfils, 97 Humain

Rap2A-GTP 3RAP

(Chaine R)

2,2 1-167/183 non Cherfils, 97

Ménétrey , 99

Humain

Rab6A-GDP 1D5C 2.3 11-172/208 non Chattopadhyay, 00 Plasmodium

falciparum

Rab3A-GDPNP 3RAB 2 18-186/220 non Dumas, 99 Rat

Ypt51-GDPNP 1EK0 1,5 5-174/210 non Esters, 00 levure

RhoA-GDP 1FTN 2,1 4-180/193 F25N Wei , 97 Humain

RhoA-GTPγγγγS 1A2B 2,4 4-181/193 G14V Ihara , 98 Humain

Rac1-GDPNP 1MH1 1,4 1-182/192 M1P et F78S Hirshberg, 97 Humain

CDC42-GDP 1A4R

(Chaine A)

2,5 1-190/191 G12V Rudolph, 99 Humain

Ran-GDP 1BYU

(Chaine B)

2,1 2-216/216 non Stewart, 98 Canin

Arf1-GDP 1HUR

(Chaine A)

2 2-181/181 non Amor , 94 Humain

Arf1-GDPNP Fournie par

l'auteur

1,8 18-181/181 non Golberg, 98 Humain

Arf6-GDP 1E0S 2,2 2-174/175 non Ménétrey , 00 Humain

Tableau I: Informations sur les structures de petites protéines G utilisées pour les descriptions structurales faites au chapitre 1.

Ce tableau liste toutes les structures qui ont permis d'établir la description structurale des petites protéines G présentée dans le chapitre 1.
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cette figure. Cet alignement de séquences "basé sur la structure" servira de support

pour les descriptions dans la suite du chapitre.

2-Configuration du site nucléotidique

La configuration du site nucléotidique en présence de GDP et d'analogue du

GTP a été définie à partir de la superposition des structures listées dans le tableau I

(voir méthodologie en annexe de l’Introduction), comme étant la configuration

consensus de toutes les structures. Le site nucléotidique est composé par des motifs

caractéristiques présents chez toutes les petites protéines G (fig.5a). Ces motifs

caractéristiques sont composés par des résidus "clés" pour la fixation et l'hydrolyse

du nucléotide. Il existe 5 motifs qui caractérisent les petites protéines G, certains

interagissent avec la guanine (Gx) et d'autres avec les phosphates du nucléotide et le

magnésium (PMx) (fig. 5b). Les interactions consensus faites entre le nucléotide et le

magnésium avec la protéine sont décrites sur la figure 6 (pour revue voir

(Kjeldgaard, 1996)).

a-Motifs caractéristiques

Motif PM1 ou "P-Loop". Le motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] aussi appelé "P loop"

(Phosphate binding loop) (pour revue voir (Saraste, 1990)) se trouve au niveau de la

boucle L1 (fig.3 et 5b). Les groupes NH de la chaîne principale de la P-loop sont

tournés vers les phosphates du nucléotide, neutralisant ainsi les charges négatives

des phosphates. Les deux glycines conservées du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)]

possèdent des conformations autorisées uniquement pour les glycines, elles

imposent à la "P-loop" une conformation conservée (Pai, 1990). Les chaînes latérales

des résidus xn (résidus quelconques) sont tournées vers l'extérieur du site

nucléotidique et ne forment pas d’interactions avec les phosphates du nucléotide. La

"P-loop" est stabilisée par des liaisons hydrogènes : une première entre le carbonyle

du résidu x3 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] et la chaîne latérale de la lysine du motif G2 [NKxD],

et une seconde entre le carbonyle de la seconde glycine [Gx1x2x3x4GK(S/T)]  et la

chaîne latérale de l'asparagine du motif G2 [NKxD] (fig.6). La chaîne latérale de la



NH2 COOH

PM1 PM2

G3

PM3

G2G1

(C/S)A(K/x)Gx1x2x3x4GK(S/T) T DTAGQ NKxDF

Figure 5a : Motifs caractéristiques des petites protéines G. Les motifs PMx (Phosphate-
Magnésium) reconnaissent les phosphates et le magnésium, alors que les motifs Gx (Guanine)
reconnaissent la guanine. Les résidus 'x' représentent n'importe quel résidu.

G3

G1

G2

PM1

PM3

PM2

Figure 5b : Positions structurales des motifs caractéristiques.
Les motifs caractéristiques sont présentés en couleurs et sont annotés. Le nucléotide
présenté est un GTP, afin de situer le phosphate gamma. Le nucléotide est en gris et le
magnésium est représenté par une sphère blanche. Les régions Switch sont représentées
en pointillé car ce sont des régions qui changent de conformation. Les régions
hypervariables N- et C-Terminales ne sont pas représentées.

C-Term

N-Term

Switch I

Switch II
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lysine conservée du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] interagit avec les phosphates β et

γ du nucléotide. Le groupement NH de la chaîne principale de la sérine/thréonine

conservée [Gx1x2x3x4GK(S/T)] interagit avec le phosphate β du nucléotide, et

l’hydroxyle de sa chaîne latérale interagit avec le magnésium.  Ce résidu joue un rôle

important dans la stabilisation du nucléotide, sa mutation peut entraîner la formation

d'un dominant négatif de la protéine (pour revue voir (Feig, 1999)). En fait, il s'agit

d'un mutant qui a une affinité plus faible pour le nucléotide que la protéine sauvage

(Cool, 1999), ce qui a pour effet de dissocier facilement le nucléotide de la petite

protéine G, qui va se stabiliser en s’associant à sa GEF. Chez H-Ras, le résidu x2

[Gx1x2x3x4GK(S/T)] est une glycine, cette position est l'un des principaux sites de

mutation oncogénique de H-Ras (glycine 12) (pour revue voir (Seeburg, 1984)).

Motifs G1 . Le motif G1 [F] est composé par une phénylalanine (sauf chez les

protéines ARF) et se trouve au niveau du Switch I (fig.5b). Le cycle de la

phénylalanine est positionné perpendiculairement au cycle de la guanine (fig.6). Elle

forme avec la lysine du motif G2 [NKxD] située à plat de l'autre coté de la guanine,

une pince hydrophobe autour de la guanine qui la stabilise et la positionne (fig.6). La

phénylalanine du motif G1 [F] est stabilisée par la chaîne latérale de la lysine du

motif G3 [(C/S)A(K/x)] par contacts hydrophobes (fig.6).

Motifs PM2 et PM3 . Le motif PM2 [T] se trouve au niveau du Switch I et le motif

PM3 [DTAGQ] au niveau du Switch II (fig.5b). Suite aux réarrangements structuraux

de ces deux régions au cours du cycle structural GDP/GTP, l'hydroxyle de la

thréonine conservée du motif PM2 [T] et le groupe NH de la glycine conservée du

motif PM3 [DTAGQ] forment des liaisons hydrogènes avec le phosphate gamma du

GTP. La glutamine du motif PM3 [DTAGQ] est le résidu catalytique impliqué dans

l'hydrolyse du GTP. Il active une molécule d'eau nucléophile qui est responsable de

l'hydrolyse du GTP et/ou qui stabilise l'état de transition de la réaction d'hydrolyse

(pour revue voir (Hilgenfeld, 1995) et (Maegley, 1996)). La mutation de cette

glutamine conduit à un mutant positif de la protéine, c'est-à-dire un mutant

défectueux pour la GTPase. Chez H-Ras, cette position est un second site de

mutation oncogénique (glutamine 61) (pour revue voir(Der, 1986)).



Figure 6: Schéma de la configuration du site nucléotidique des petites protéines G
Les interactions non surlignées par un motif pointillé sont présentes pour les formes GDP et GTP des petites protéines G. Les interactions
surlignées par un motif pointillé ne sont présentes que pour les formes GTP. Les résidus qui interagissent avec le nucléotide et le magnésium
sont colorés avec les mêmes codes de couleurs que la fig.5a et 5b .
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Motif G2 .  Le motif G2 [NKxD] se trouve au niveau de la boucle L8 (fig.5b). Le

carboxylate de l'aspartate conservé du motif G2 [NKxD] forme 2 liaisons hydrogènes

avec l'azote N1 et le groupe NH2 en position 2 de la guanine (fig.6). Ces interactions

sont responsables de la haute spécificité des petites protéines G pour la guanine.

L'asparagine du motif G2 [NKxD] stabilise la "P-loop" en formant une liaison

hydrogène avec le carbonyle de la seconde glycine du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)]

(fig.6). Enfin, la chaîne latérale de la lysine du motif G2 [NKxD] forme une liaison

hydrogène avec le carbonyle du résidu x3 du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] (fig.6).

Motif G3 . Le motif G3 [(C/S)A(K/x)] se trouve au niveau de la boucle L10 (fig.5b).

Le groupe NH de l'alanine conservée du motif G3 [(C/S)A(K/x)] forme une liaison

hydrogène avec le carbonyle en position 6 de la guanine (fig.6). Cette interaction est

aussi responsable de la haute spécificité de la protéine pour la guanine. La chaîne

latérale de la cystéine/serine du motif G3 [(C/S)A(K/x)]  stabilise l'aspartate conservé

du motif G2 [NKxD] en formant une liaison hydrogène avec le carboxylate de ce

dernier (fig.6). Le dernier résidu de ce motif est en général une lysine ; dans ce cas,

la chaîne latérale de la lysine est située parallèlement au cycle de la phénylalanine du

motif G1 [F] (fig.6), la stabilisant par contacts hydrophobes.

b-Magnésium

Le magnésium stabilise le nucléotide au sein du site nucléotidique. Il est lui-

même stabilisé par la protéine (fig.6). Le magnésium est un cation qui possède une

coordination octaédrique (6 ligands). Dans la forme GDP des petites protéines G, le

magnésium a pour ligand : un des oxygènes du phosphate beta, l'hydroxyle de la

serine/thréonine du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] et 4 molécules d'eau (fig.6). Dans

la forme GTP, le magnésium a pour ligand : l'un des oxygènes des phosphates

gamma et béta, l'hydroxyle de la serine/thréonine du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)],

l'hydroxyle de la thréonine du motif PM2 [T] et 2 molécules d'eau (fig.6).
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C-Association des petites protéines G à la membrane

Les petites protéines G ont des comportements différents d'une famille à

l'autre vis-à-vis des membranes. En effet, elles peuvent être constitutivement

associées aux membranes, être partiellement associées aux membranes ou ne pas

s'associer aux membranes. Les petites protéines G s'associent aux membranes via

des modifications lipidiques (fig.7) et/ou des régions polybasiques capables

d'interagir avec les têtes anioniques des phospholipides ancrés dans la membrane.

1-Association constitutive à la membrane

La famille des protéines RAS est retrouvée constitutivement associée à la

membrane (plasmique), cette association est due à deux composantes (pour revue

voir (Magee and Marshall, 1999)). La première est la farnésylation (fig.7) de la

cystéine appartenant au motif de prénylation Caax (où 'a' est un résidu aliphatique et

'x' un résidu quelconque) en C-Terminus de la protéine, suivie de la protéolyse des

trois derniers résidus (aax) et pour finir la carboxyméthylation de la cystéine

farnésylée. La seconde composante est la palmitoylation (S-acylation) (fig.7) d'une

cystéine adjacente à la cystéine farnésylée (cas de N-Ras, H-Ras et K-Ras-4A) ou la

présence d'un motif polybasique, capable d'interagir électrostatiquement avec les

têtes anioniques des phospholipides ancrés dans la membrane (cas de K-ras4B).

2-Association partielle à la membrane

Les protéines des familles RHO, RAB et ARF décrivent un cycle

association/dissociation à la membrane qui est couplé à leur cycle GDP/GTP. En

effet, la forme GTP de ces protéines est exclusivement associée aux membranes,

alors que la forme GDP est partiellement associée aux membranes.

La forme GDP des protéines RHO et RAB est partiellement associée aux

membranes. En effet, une fraction de la forme GDP est identifiée dans le cytosol, et

dans ce cas elle est associée à une protéine GDI (Guanine Dissociation Inhibitor). Le

GDI extrait de la membrane la forme GDP de ces protéines, en protégeant le

groupement lipidique du milieu cytosolique (Hoffmann , 2000). La forme GDP peut se

réassocier aux membranes lorsqu'elle se dissocie du GDI (pour revue voir (Geyer and

Wittinghofer, 1997)). Comme les protéines RAS, les protéines RHO sont isoprénylées
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sur la cystéine C-Terminale appartenant au motif ’’Caax’’. Les protéines RhoA et

RhoC sont géranyl-géranylées, alors que la protéine RhoB est soit géranyl-géranylée

soit farnésylée. De plus, ces protéines subissent la protéolyse des trois derniers

résidus (aax) C-Terminaux, puis la carboxyméthylation de la cystéine isoprénylée.

Pour finir, RhoA et RhoC sont palmytoylées sur une cystéine adjacente à la cystéine

géranyl-géranylée, alors que RhoB possède un motif polybasique capable d'interagir

électrostatiquement avec les têtes anioniques des phospholipides ancrés dans la

membrane (Adamson, 1992).

Les protéines RAB possèdent des motifs de prénylation variables en séquence

et susceptibles d'être géranyl-géranylés (Cxxx, CxC, CC, CCx, CCxx, CCxxx). Le

processus d'association des protéines RAB aux membranes n'est pas encore bien

compris, en effet la prénylation de ces protéines n'explique pas, à elle seule leur

différente localisation (pour revue voir (Chavrier and Goud, 1999)).

La forme GDP des protéines ARF, contrairement à celle des protéines RHO et

RAB peut se trouver dans le cytosol sans être associée à aucune autre protéine (voir

Chapitre 2-I-C-3). Les protéines ARF sont myristoylées (fig.7) sur une glycine en

position 2, cette modification lipidique n'est pas suffisante pour associer fortement

les protéines ARF aux membranes. L'extension N-Terminale des protéines ARF

s'associe directement aux membranes par contacts hydrophobes (Antonny, 1997)

(voir chapitre 2-I-C-3).

3-Ran ne s'associe pas à la membrane

Les protéines RAN ne sont pas associées aux membranes, elles sont situées

majoritairement dans le nucléoplasme (Bischoff and Ponstingl, 1991). Elles ne

possèdent pas de site de modification lipidique équivalente à celles des protéines

RAS, RHO, RAB ni à celle des protéines ARF.
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II-Changements de conformation induits par le cycle

structural GDP/GTP des petites protéines G

Les petites protéines G décrivent des changements de conformation au cours

de leur cycle structural GDP/GTP qui leur permettent d'interagir avec des partenaires

cellulaires distincts, et ainsi de jouer un rôle "d'interrupteur moléculaire" au sein de la

cellule. Le terme "changement de conformation" utilisé ici définit les réarrangements

structuraux de certaines régions induits par le cycle moléculaire GDP/GTP.

A-Changements de conformation communs aux petites

protéines G : Switch I et Switch II

L'étude du cycle structural GDP/GTP de 5 petites protéines G (H-Ras, Rap2A,

RhoA, Arf1 et Arf6 (références des structures dans le tableau 1)) a permis de

caractériser les changements de conformation communs à la super-famille des

petites protéines G au cours du cycle GDP/GTP. Ces changements de conformation

ont lieu au niveau de deux régions qui ont été appelées Switch I et Switch II

(Milburn, 1990). De plus, les structures de certaines de ces protéines en complexe

avec leurs protéines régulatrices ont permis d'observer que les régions Switch I et II

qui sont les principaux site d'interaction avec les différentes protéines régulatrices

adoptent des conformations différentes de celles qui sont observées pour les formes

GDP et GTP.

1-Switch I

Le Switch I est situé au niveau de la boucle L2 (fig.3). Les changements de

conformation du Switch I ont une amplitude et une longueur plus ou moins

importantes selon la petite protéine G et selon le partenaire qui lui est associé. De

plus, différentes conformations ont été observées, selon la nature du nucléotide et

selon la nature de la protéine régulatrice qui lui est associée.

Conformations des formes GDP. Deux types de conformations ont été observées

pour la forme GDP des petites protéines G. La première conformation ou

"conformation fermée" correspond à un Switch I au voisinage des phosphates du
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Figure 8 : Changements de conformation au cours du cycle GDP/GTP de H-Ras, RhoA, Arf1 et Ran
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GDP, recouvrant le nucléotide. Dans cette conformation, le Switch I est fréquemment

désordonné (conformation adoptée par les Switch I des structures de Ras-GDP, de

Rap2A-GDP, de CDC42-GDP et de RhoA-GDP (références dans le tableau 1)) (fig.

8a). La seconde conformation ou "conformation ouverte" correspond à un Switch I

éloigné du site nucléotidique, ne recouvrant pas le nucléotide. Les Switch I des

structures de Arf1-GDP, Arf6-GDP et Ran-GDP (références dans le tableau 1)

adoptent une ’’conformation ouverte’’, le Switch I est ordonné et replié en un court

brin β (β2E) formant avec le brin β2 un feuillet antiparallèle (fig. 8b et 8c). Les brins

β2E et β2 sont reliés par un β-turn de type II chez Arf1-GDP et Arf6-GDP (présence

d'une glycine en position 3) et un β-turn de type I chez Ran-GDP (présence d'une

glycine en position 4). Dans le cas de la structure de RhoA-GDP sans magnésium

(Shimizu, 2000), la conformation du Switch I adopte aussi une ’’conformation

ouverte’’, contrairement à la conformation fermée adoptée par la structure de RhoA-

GDP en présence de magnésium (Wei, 1997).

Conformation des formes GTP. Un seul type de conformation a été observé pour

les formes GTP, proche de la ’’conformation fermée’’ de la forme GDP. La présence

du phosphate gamma permet au Switch I d'adopter une conformation générale plus

stable. En effet, le phosphate gamma du GTP forme une interaction consensus avec

l'hydroxyle de la thréonine conservée du motif PM2 [T].

Conformation des complexes avec les protéines régulatrices. Deux structures

de petites protéines G en complexe avec leur facteur d'échange ont été résolues

(Ras-SOS (Boriack-Sjodin, 1998) et Arf1∆17-ARNO (Goldberg, 1998)). Ces structures

ont permis d'observer que la conformation du Switch I de Ras et de Arf1∆17 en

complexe avec leur GEF forme de larges contacts avec cette dernière et adopte une

’’conformation ouverte’’’ (éloignée du site nucléotidique). Cette conformation est

différente de celle qui a été observée pour la forme GDP de Arf et Ran : elle permet

l'accès du site nucléotidique à la GEF.

Plusieurs structures de l’état de transition de petite protéine G (Ras, RhoA,

CDC42) en complexe avec leur GAP ((Scheffzek, 1997), (Rittinger, 1997b) et (Nassar,

1998)) ont été résolues. Dans ces complexes, le Switch I qui est impliqué dans



25

l'interaction avec la GAP adoptent une ’’conformation fermée‘’ similaire à celle du

Switch I de la forme GTP de ces protéines. Cependant, alors que la conformation du

Switch I des formes GTP de ces protéines est stable, celle du complexe avec la GAP

est beaucoup moins stable (voir chapitre 1-II-C-2).

La structure de CDC42-GDP en complexe avec Rho-GDI1 (Hoffman, 2000)

montre que le Switch I adopte une conformation fermée différente de celle de la

forme GDP.

2-Switch II

Le Switch II est localisé au niveau de la boucle L4 et de l'hélice α2 (fig.3). La

conformation du Switch II des formes GDP des petites protéines G est, en général

désordonnée (tab.II dans Chapitre 1) (fig.8a, 8b et 8c). La présence du phosphate

gamma, permet au début du Switch II d'adopter une conformation consensus plus

stable (fig. 8). En effet, le phosphate gamma du GTP forme une interaction

consensus avec le groupe NH de la glycine conservée du motif PM3 [DTAGQ].

L'hélice α2 est une région qui change de conformation et d'orientation dans les

structures de H-Ras et de Arf1 au cours du cycle structural GDP/GTP, mais pas chez

Rap2A et RhoA. Ces observations indiquent que le Switch II des petites protéines G

varie en longueur d'une petite protéine G à l'autre. La conformation de l’hélice a2 est

identique dans la forme GTP pour toutes les petites protéines G dont la structure est

connue.

Comme le Switch I, le Switch II interagit directement avec les protéines

régulatrices, il adopte des conformations différentes de celles qui sont observées

pour les formes GDP et GTP seules.

Les Switch I et II sont des régions qui peuvent adopter de multiples

conformations, de façon plus ou moins stable selon la nature du nucléotide et selon

les protéines auxquelles les petites protéines G sont associées. Cette caractéristique

structurale définit comme ’’plasticité structurale’’ (plastique : qui est susceptible de se

déformer et de conserver sa nouvelle forme) permet aux petites protéines G

d’interagir de façon spécifique avec différents partenaires.
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B-Changements de conformation particuliers à une famille

Les régions Switch I et Switch II ne sont pas les seules régions qui changent

de conformation au cours du cycle structural GDP/GTP des petites protéines G. Des

changements de conformation particuliers à une famille donnée ont été observés

chez les protéines ARF ((Goldberg, 1998) et (Pasqualato, en cours de rédaction))

(fig.8c) et chez la protéine Ran ((Vetter, 1999a), (Vetter, 1999b) et (Chook and

Blobel, 1999)) (fig.8d).

1- L’Interswitch et l’hélice N-Terminale des protéines ARF

La région qui se situe entre les Switch I et II, composée par la succession du

brin β2, de la boucle L3 et du brin β3, change de conformation au cours du cycle

structural GDP/GTP des protéines Arf1 et Arf6. Parce que, cette région se trouve

entre les régions Switch I et II, nous l'avons nommée "Interswitch" (Menetrey,

2000). L'Interswitch translate de 2 résidus de l'intérieur (forme GDP) vers l'extérieur

(forme GTP) de la protéine (fig.8b). Le changement de conformation de l'Interswitch

a un effet direct sur la conformation des Switch I et II, et sur la conformation de

l'hélice N-Terminale des protéines ARF (voir Chapitre 2-C-3).

2-Switch C-Terminal de la protéine Ran

Un changement de conformation particulier nommé "Switch C-Terminal"

impliquant l'extension C-Terminale de la protéine Ran a été décrit en comparant les

structures de Ran-GDP et des complexes Ran-GTP/RanBD1 (Vetter, 1999b) et Ran-

GDPNHP/Karyopherin-β2 ((Vetter, 1999a) et (Chook and Blobel, 1999)) (la structure

de Ran-GTP n'est pas résolue) (Fig. 8c). Bien que ce changement de conformation

ne soit pas observé de façon classique, c'est-à-dire à partir de la comparaison des

structures de Ran-GDP et de Ran-GTP, il semble clair que celui-ci soit la conséquence

du cycle structural GDP/GTP de Ran. En effet, si la conformation de la région C-

Terminale de Ran-GDP (proche du site nucléotidique) ne change pas, la région C-

Terminale gênerait stériquement le retour du Switch I vers le nucléotide (la

conformation du Switch I dans les structures de  Ran-GDPNHP/RanBD1 et Ran-

GDPNHP/Karyopherin-β2 est une ’’conformation fermée’’, ce qui est probablement le

cas chez Ran-GTP).



N-Term

C-Term

Boucle L8

Figure 9: Insertion d'une hélice chez les protéines RHO et d'un
"crochet" chez Ypt51 par rapport au repliement général.
Les insertions au niveau de la boucle L8 sont indiquées en couleur, orange pour
l'hélice de la famille des protéines RHO et bleu pour le crochet de la protéine
Ypt51. Ces insertions sont indiquées sur le repliement général des petites
protéines G (en gris).
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III-Caractéristiques structurales des petites protéines G

Les études structurales des petites protéines G présentées dans le tableau 1

ont illustré le fait que ces protéines partagent un repliement structural général

commun. De plus, ces études ont montré que ces protéines possèdent des

caractéristiques structurales au niveau du repliement général et du site nucléotidique

propre à chacune. Ces caractéristiques vont leur permettre d'être reconnues et d'être

distinguées les unes des autres par leurs partenaires. Ce paragraphe décrit les

caractéristiques structurales majeures des petites protéines G d'une part au niveau

du repliement général et d'autre part au niveau du site nucléotidique.

A-Repliement général

1-Insertion d'une hélice chez les protéines RHO

Les protéines de la famille RHO possèdent une insertion de 13 résidus (fig.4)

au niveau de la boucle L8 repliée en hélice, insérée dans le repliement général des

petites protéines G (fig. 9) (références dans le tableau I). Cette hélice est présente

quelle que soit la nature du nucléotide fixé (structures connues pour la forme GDP et

GTP), et quel que soit le complexe formé (structures connues avec GAP, GDI et

effecteurs). La conformation de cette extension semble consensus aux protéines de

la famille RHO. Pour l'instant, aucune structure de protéine RHO en complexe avec

un partenaire ne montre que cette hélice est impliquée dans l'interface d'interaction.

Il semble probable que cette caractéristique structurale soit un site de

reconnaissance spécifique des protéines RHO par rapport aux autres petites

protéines G par leurs partenaires.

La protéine Ypt51 possède une insertion de 3 résidus au niveau de la même

boucle que l'insertion hélicoïdale des protéines RHO. Cette insertion forme un crochet

à la surface de la protéine (Fig.9) (Esters, 2000), suggérant aussi une base

structurale de discrimination entre Ypt51 et les autres protéines de la famille RAB qui

ne possèdent pas d'insertion à cet endroit.
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2-L'hélice N-Terminale des protéines ARF

Les protéines ARF possèdent une extension N-Terminale de 13 à 17 résidus

(fig.4). la structure de Arf1-GDP ((Amor, 1994), (Greasley, 1995)) et de Arf6-GDP

(Menetrey, 2000) montrent que cette extension est repliée en hélice amphiphile

(une face hydrophobe et une face hydrophile). Dans la forme GDP de Arf1 et Arf6,

cette hélice est plaquée face hydrophobe contre une poche hydrophobe de la

protéine (fig.8c). Bien que nous ne connaissions pas la conformation de l'hélice dans

la forme GTP de Arf1, des études biochimiques (Antonny, 1997) ont montré que la

face hydrophobe de cette hélice s'associe directement aux membranes, lorsque la

protéine fixe du GTP. De plus la structure de Arf1∆17-GDPNHP en absence de

l'hélice N-Terminale (Goldberg, 1998) montre que la poche hydrophobe (où l'hélice

N-Terminale se plaquait dans la forme GDP) est obstruée par la nouvelle

conformation de l'Interswitch (fig.8c) (II-B-1). Ces résultats suggèrent que l'hélice

N-Terminale change de conformation au cours du cycle moléculaire GDP/GTP.

3-Extension C-Terminale de Ran

Ran possède une extension C-Terminale de 40 résidus (fig.4). Les structures

de Ran en complexe avec du GDP (Stewart, 1998) et en complexe avec différents

effecteurs ((Vetter, 1999b), (Chook and Blobel, 1999)) ont montré que cette

extension est repliée en un brin (β7) et une hélice α (α6) (fig.8d). Dans la structure

de Ran-GDP, l'extension C-Terminale est plaquée contre la protéine et l'hélice α6 se

positionne proche du site nucléotidique (le Switch I de Ran-GDP est dans une

’’conformation ouverte’’, éloigné du site nucléotidique et ne gène pas la conformation

de l'extension C-Terminale). Les deux structures de Ran-GDPNHP en complexe avec

des effecteurs (RanBD1 et Karyopherin-β2) montrent que l'extension C-Terminale

conserve la même structure secondaire que celle qui a été observée pour la structure

de Ran-GDP, mais est déplacée vers le solvant ou vers l'effecteur (fig.8d).

L'extension C-Terminale de Ran est une région qui change de conformation au cours

du cycle GDP/GTP (voir II-B-2).



Figure 10: Vue stéréographique d'une superposition de l'interswitch des
petites protéines G (sauf protéines Arf).
Les interswitch ont été superposés au niveau des 3 résidus de base de chaque brin.
Le brin de droite est le brin β2, celui de gauche β3
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4-Autres caractéristiques…

a-Différences structurales au niveau de la ’’conformation ouverte’’ du

Switch I entre les protéines Arf1/6-GDP et Ran-GDP. Le Switch I de Ran-GDP

est dans une conformation ouverte (voir II-A-1), il forme un court brin β qui s'associe

au feuillet β du repliement général, comme Arf1-GDP et Arf1-GDP. Par contre, le

début du Switch I (boucle L2) de Ran-GDP est replié en une courte hélice (Stewart,

1998), non observée pour les Switch I des formes GDP de Arf1 et Arf6.

b-Résidu "charnière" à la fin du Switch I chez les protéines ARF, RAN et

RAB. L'alignement de séquences "basé sur la structure" des petites protéines (fig. 4)

met en évidence l'insertion d'une glycine à la fin du Switch I chez les protéines Arf1,

Arf6 (ainsi que les autres protéines ARF), Ran, Rab3, Rab6 et Ypt51 (ainsi que les

autres protéines RAB). Cette glycine ne possède pas d'équivalent chez les protéines

de la famille RAS et RHO. Les structures de Arf1-GDP et de Arf6-GDP montrent que

cette glycine fait partie du β-turn que forme le feuillet antiparallèle β2E-β2 (3ème

résidu du β-turn). Elle fait aussi partie du β-turn formé par le feuillet antiparallèle

β2E-β2  de Ran-GDP (4ème résidu). Ces observations suggèrent que ce résidu

contribue aux importants changements de conformation du Switch I de ces

protéines. Chez les protéines RAB, cette glycine est très conservée : dans la structure

de Rab6-GDP, mais pas dans celle de Rab3A-GDPNHP et de Ypt51-GDPNHP, elle fait

partie d'un crochet dirigé vers la surface de la protéine (fig.9) (Chattopadhyay,

2000). Ce résidu est un résidu "charnière", c'est-à-dire qu'il peut adopter différentes

conformations, ce qui permet à certaine région de la protéine de décrire des

changements de conformation plus ou moins important selon la nature du résidu

’’charnière’’ (Cas de Arf1, Arf6, Ran, ainsi que le facteur d'élongation EF-Tu

(Kjeldgaard, 1993) et (Polekhina, 1996)).

c-Interswitch : région flexible des petites protéines G. L'Interswitch (β2-L3-

β3) est une région susceptible d'effectuer un mouvement de corps rigide de plus ou

moins grande amplitude d’une structure d’une petite protéine G à l’autre. En effet,

l’Interswitch conserve sa structure secondaire, mais change sa position par rapport

au reste de la structure. Ce phénomène est observable pour une même petite
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protéine G, à ligand identique (flexibilité observée pour les 3 structures de Rap2A-

GTP ((Cherfils, 1997) et (Menetrey and Cherfils, 1999)) ou à ligands différents, et

aussi d'une petite protéine G à l'autre (fig.10) (voir méthodologie dans l'annexe de

l’Introduction). La boucle de l'Interswitch forme un β-turn variable en séquence

d’une petite protéine G à l’autre. Les protéines ARF possèdent un Interswitch (β2-L3-

β3) plus court en séquence de 4 résidus par rapport aux autres petites protéines G,

ce qui entraîne un raccourcissement structural de l'Interswitch d'une longueur de 2

résidus (2 résidus sur chaque brins). De plus, l'Interswitch des protéines ARF est une

région qui change de conformation au cours du cycle structural GDP/GTP (voir

Introduction-II-2-a).

B-Site nucléotidique

1-La Glutamine catalytique du motif PM3 est remplacée par une thréonine

chez les protéines RAP

La glutamine du motif PM3 [DTAGQ] est le résidu catalytique impliqué dans

l'activité GTPase des petites protéines G. Cette glutamine est conservée chez toutes

les petites protéines G sauf chez les protéines Rap, pour lesquelles elle est remplacée

par une thréonine. Il a été montré que l'activité GTPasique de Rap1 est 10 fois plus

faible que celle de Ras (Noda, 1993), effet potentiel de la substitution de la

glutamine catalytique en thréonine.

2-Les protéines ARF ne possèdent pas de motif G1 [F]

Chez les protéines ARF, la phénylalanine du motif G1 [F] n'est pas conservée.

Chez Arf1, elle est remplacée par une isoleucine et chez Arf6, par une serine. Les

structures de la forme GDP de Arf1 ((Amor, 1994), (Greasley, 1995)) et de Arf6

(Menetrey, 2000) montre que le Switch I, région où se trouve l'isoleucine et la serine

adopte une ’’conformation ouverte’’, ce qui a pour effet d'éloigner ces résidus du site

nucléotidique. Chez Arf6-GDP, la sérine est responsable de l'élimination d'une

interaction dans le site nucléotidique, ce qui a pour effet de diminuer l'affinité de la

protéine pour le GDP (voir article 2 dans Chapitre 2-II-A, (Menetrey, 2000)). Dans la
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forme GTP de Arf1 (Goldberg, 1998) et de Arf6 (Pasqualato, en cours de rédaction)

ces résidus se rapprochent du site nucléotidique, mais ne forment aucune interaction

avec le nucléotide ni avec des résidus en interaction avec le nucléotide. Ces

observations suggèrent que les protéines ARF ne possèdent pas de motif G1

décrivant le même rôle que les autres petites protéines G.

3-Variabilité du motif G2 dans la famille RHO

a-L'asparagine du motif G2 n'est pas conservée chez Rac1 et CDC42. De

manière générale, l'asparagine du motif G2 [NKxD] forme une liaison hydrogène

avec la chaîne principale de la "P-Loop" (motif G1). Chez les protéines Rac1 et

CDC42, cette asparagine est remplacée par une thréonine. Les structures de Rac1-

GDPNHP et de CDC42-GDP montrent que cette thréonine est structuralement

équivalente à l'asparagine. En effet, comme l'asparagine, elle forme une liaison

hydrogène avec la chaîne principale de la ’’P-loop’’ (au niveau du même résidu).

b-La lysine du motif G2 n'est pas conservée chez CDC42. De manière

générale, la chaîne aliphatique de la lysine du motif G2 [NKxD] stabilise par contacts

hydrophobes la guanine et forme une liaison hydrogène avec la chaîne principale de

la "P-loop" (fig.6). Cette lysine est remplacée par une glutamine chez CDC42. La

structure de CDC42-GDP montre que cette dernière est structuralement équivalente

à la lysine, sa chaîne aliphatique stabilise par contacts hydrophobes la base et

interagit avec la chaîne principale de la "P-loop".

4-Autres caractéristiques….

a-La lysine du motif G3 n'est pas conservée chez les protéines Rac1,

CDC42 et Arf . De manière générale, la chaîne aliphatique de la lysine du motif G3

[(C/S)A(K/x)] se plaque le long de la phénylalanine du motif G1 [F], la stabilise et la

positionne par contacts hydrophobes (fig.6). Chez Rac1 et CDC42 la lysine du motif

G3 [(C/S)A(K/x)]  est une leucine. Les structures de Rac1-GDPNHP et CDC42-GDP

montrent que cette leucine joue dans une moindre mesure le même rôle hydrophobe

que la lysine. Chez les protéines Arf, la lysine du motif G3 [(C/S)A(K/x)] est
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remplacée par une thréonine, qui pointe sa chaîne latérale vers la guanine,

permettant la formation d'interactions faibles avec celle-ci.

b-Conséquence de la conformation ouverte du Switch I de Ran-GDP sur le

motif G1 . De manière générale, la phénylalanine du motif G1 [F] qui se situe au

niveau du Switch I, forme des interactions hydrophobes importantes avec la guanine

du nucléotide (voir Introduction-I-B-2-a). Lorsque le Switch I est dans une

conformation ouverte, ce qui est le cas pour Ran-GDP (fig.6), le motif G1 [F] est

exclu du site nucléotidique. La structure de Ran-GDP montre que la lysine du motif

G3 [(C/S)A(K/x)], qui est décalée de 1,7Å (Cα-Cα) par rapport à sa position classique

(fig.6) stabilise par contacts hydrophobes la phénylalanine. La longue chaîne

aliphatique de la lysine est parallèle au plan de la base, et forme avec la lysine du

motif G2 [NKxD] une pince hydrophobe autour de la guanine. Il est à noter que dans

la structure de Ran-GDPNHP/RanBD1 (Vetter, 1999b), la phénylalanine du motif G1

[F] et la lysine du motif G3 [(C/S)A(K/x)] reprennent leurs positions classiques

(fig.6).
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Annexe de l’Introduction

Méthodologies employées pour décrire structuralement les petites protéines G dans

l’Introduction.

1-Superposition des structures du tableau 1

Dans le but de comparer les différentes structures du tableau 1, ces dernières

ont été superposées avec l’option ’’rigid’’ du logiciel TURBO (Roussel) en appliquant

un seuil de 0,6Å pour chaque cycle d’affinement (2e étape). L’affinement est effectué

à partir d’une première superposition (1e étape) basée sur des paires de résidus

structuralement conservés qui sont données par le manipulateur. Ici, la superposition

de chaque structure listées dans le tableau 1 a été faite par rapport à la structure de

Rap2A-GTP (Menetrey et Cherfils, 1999), en superposant les résidus structuralement

conservés du site nucléotidique : la lysine et la serine/thréonine du motif PM1

[Gx1x2x3x4GK(S/T)], l'aspartate et la lysine du motif G2 [NKxD], l'alanine du motif G3

[(C/S)A(K/x)] et la phénylalanine du motif G1 [F] (pour superposer les protéines

ARF, le résidu du motif G1 [F], qui n'est pas conservé a été exclu).

2-Alignement de séquences des petites protéines G listées dans le tableau

1 "basé sur la structure"

Un alignement de séquences classique des différentes protéines du tableau 1

a été effectué avec le programme CLUSTALW (Thompson, 1994) sur Internet

(http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/clustalw_in.pl#OPTREE). Ce t

alignement de séquence a été corrigé sur une base structurale (travail personnel),

c'est-à-dire que chaque résidu a été aligné par rapport aux résidus structuralement

équivalents des autres protéines. Ce travail a été fait pour toutes les structures du

tableau I après leur superposition (voir Introduction-Annexe-1). Les structures d'une

même protéine fixant du GDP ou du GTP ont été traitées distinctement. Les régions

hypervariables N- et C-Terminales sont présentées dans l'alignement de séquences,

mais n’ont pas été alignées.
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3-Superposition des Interswitch des petites protéines G

Afin de comparer les Interswitch de chaque structure du tableau I, ceux-ci ont

été superposés structuralement (comme décrit dans Introduction-Annexe-1). La

première étape de la superposition a été faite au niveau de 3 résidus en N-Terminale

du brin β2 et 3 résidus en C-Terminal du brin β3, définissant la base du feuillet (β2-

L3-β3). Cette superposition ne tient pas compte de la superposition du reste de la

structure, par conséquent les informations qui seront observées doivent être

analysées avec précaution.



Chapitre 1

Etude structurale de la petite

protéine G Rap2A dans un complexe

non catalytique avec le GTP
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Chapitre 1 : Etude structurale de la protéine Rap2A dans

un complexe non-catalytique avec le GTP

L'étude structurale de la protéine Rap2A était en cours à mon arrivée au

laboratoire, et faisait l'objet d'une collaboration avec l'équipe de Jean-Renaud Garel

du laboratoire d'Enzymologie et de Biochimie Structurale. Au cours de mon stage de

DEA, j'ai participé à l'affinement des structures de Rap2A en complexe avec son vrai

substrat le GTP et avec du GDP. Cette étude a fait l'objet d'une publication dans

l'EMBO Journal (article dans l'annexe A). Puis, une nouvelle forme cristalline de

Rap2A-GTP a été cristallisée, j'ai effectué au cours de mon stage doctoral l'étude

structurale de cette nouvelle forme cristalline par remplacement moléculaire à une

résolution de 2,2Å. Ce travail a fait l'objet d'une publication dans PROTEINS

Structure, Function and Genetics.

L'étude structurale de la nouvelle forme cristalline de Rap2A en complexe avec

son vrai substrat, le GTP a permis de mettre en évidence qu'il s'agissait d'une forme

non catalytique de Rap2A. En effet, le GTP et le site nucléotidique de Rap2A sont

parfaitement définis dans la densité électronique, ce qui suggère que la protéine n'a

pas hydrolysé le GTP. L'étude d'une nouvelle forme cristalline de Rap2A-GTP est

intéressante dans le sens où des formes cristallines différentes d'une même protéine

apportent des informations structurales complémentaires sur la conformation de

certaines régions. En effet, certaines régions de la protéine sont enfouies dans des

contacts cristallins (autres molécules du cristal), contraignant la conformation de ces

régions de manière artéfactuelle. De plus, cette nouvelle forme cristalline a été

résolue à une meilleure résolution que la première structure de Rap2A-GTP (Annexe

A, (Cherfils, 1997), ce qui permettra d'obtenir des informations structurales plus

précises.

L'étude structurale de Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP a

permis de confirmer l'observation d'une nouvelle interaction au niveau du site
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nucléotidique, qui avait été faite lors de la résolution de la première structure de

Rap2A-GTP (Cherfils, 1997). Cette interaction est faite par la tyrosine 32 du Switch II

avec le phosphate gamma du GTP. Sa présence dans la forme non-catalytique de

Rap2A-GTP semble indiquer qu'elle stabilise la forme GTP de la protéine. De plus,

alors que le Switch II de la première forme cristalline de Rap2A-GTP est enfoui dans

un contact cristallin, celui de la nouvelle forme cristalline ne l'est que partiellement,

ce qui a permis de discuter la flexibilité de cette région. Nous avons étendu cette

discussion aux Switch I et II de toutes les structures de petites protéines G

disponibles dans les banques de données.

Ce chapitre est introduit par une description générale des différentes sous-

familles de la famille RAS, ainsi qu'une description plus détaillée des protéines de la

sous-famille Rap qui font l'objet de l'étude structurale présentée ici. Ces généralités

sont abordées afin de mettre en évidence les différences observées entre des

protéines qui partagent 60 à 70% de similarité de séquence. L'étude structurale de

Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP sera abordée dans la seconde

partie de ce chapitre. L'analyse complète de la structure est présentée dans l'article

"Structure of the small G protein Rap2 in a non-catalytic complex with GTP" de Julie

Ménétrey et Jacqueline Cherfils, et sera introduite par un résumé des points forts de

cette étude. Certains résultats de l'étude structurale qui n'ont pas été mentionnés

dans l'article seront présentés. De plus, les discussions présentées dans l'article

seront reprises à la lumière de nouvelles structures de petites protéines G résolues

depuis 1999. Ces discussions portent sur le rôle de l'interaction entre la tyrosine 32

et le phosphate gamma et sur la flexibilité des régions Switch chez les petites

protéines G.



Figure 11 : Dendrogramme de la famille RAS. Figure empruntée à (Reuther and
Der, OO). La longueur des branches est proportionnelle à la divergence de séquence
estimée entre chaque protéine. Les protéines de la famille RAS ont été divisées en deux
groupes, basés sur la capacité de mutant déficient dans la GTPase à induire la
transformation cellulaire de fibroblastes NIH 3T3. L'encadré gris regroupe les protéines
qui sont capables d'induire la transformation cellulaire, les autres protéines ne l'induisent
pas seules.



37

I-GÉNÉRALITÉS

La première partie de ce paragraphe présente, d'une manière générale les

différences observées entre les différentes sous-familles de la famille RAS. La famille

des protéines RAS regroupe les sous-familles Ras, Rap, Ral, la protéine Rheb et plus

récemment découvertes les protéines Rin et Rit qui forment une sous-famille (fig.11).

Un alignement de séquences des protéines humaines de la famille RAS est présenté

figure 10a, celui-ci met en évidence les différences de séquences existant entre ces

protéines, ainsi que l'identité et la similarité de séquence qu'elles partagent. La

seconde partie de ce paragraphe porte de façon plus détaillée sur les propriétés

moléculaires et cellulaires des protéines Rap1 et Rap2, permettant ainsi de mettre en

évidence leurs différences. Pour finir, les points forts de l'étude du cycle structural

GDP/GTP de Rap2A, résolue précédemment seront résumés (Cherfils, 1997). La

structure de Rap2A-GTP (forme hexagonale) de cette étude sera utilisée comme

référence pour l'étude de la nouvelle forme cristalline de Rap2A-GTP (forme

monoclinique). L'article de cette étude est reporté en annexe A.

A-La famille des protéines RAS (pour revue voir (Reuther and Der, 2000)

et (Bos, 1998)).

Les protéines de la famille RAS possèdent des caractéristiques au niveau de

leur structure primaire qu'on ne retrouve pas chez les autres familles de petites

protéines G (RAB, RHO, ARF et RAN). Par exemple, en aval du motif PM1

[Gx1x2x3x4GK(S/T)], au niveau de l'hélice α1, une glutamine et une thréonine sont

conservées uniquement chez les protéines de la famille RAS (fig.4 et fig.12). De

même, au niveau du brin β4 une glycine et une phénylalanine et au niveau du brin

β5 une proline sont conservées uniquement chez les protéines de la famille RAS

(fig.4 et fig.12). De plus, le motif caractéristique G3 [(C/S)A(K/x)] (voir Introduction-

I-B-2-a) est accolé à deux résidus conservés, un glutamate et une thréonine. Les

protéines RAS partagent une région effectrice potentielle (au niveau du Switch I)

fortement similaire. Ces caractéristiques permettent à ces protéines d'être classées



                                                              1             10               20               30              40               50               60              70

H-Ras      --------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRT

N-Ras      --------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRT

K-Ras-4A   --------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRT

K-Ras-4B   --------------------------MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRT

TC21       ----------------MAAAAGGRLRQEKYRLVVVGGGGVGKSALTIQFIQSYFVTDYDPTIEDSYTKQCVIDDRAARLDILDTAGQEEFGAMREQYMRT

R-Ras      MSSGAASGTGRGRPRGGGPGPGDPPPSETHKLVVVGGGGVGKSALTIQFIQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDGIPARLDILDTAGQEEFGAMREQYMRA

M-Ras      ----------------MATSAVPSDNLPTYKLVVVGDGGVGKSALTIQFFQKIFVPDYDPTIEDSYLKHTEIDNQWAILDVLDTAGQEEFSAMREQYMRT

Rap1A      --------------------------MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDCQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKN

Rap1B      --------------------------MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDAQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKN

Rap2A      --------------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKN

Rap2B      --------------------------MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGSFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKN

RalA       ---------------MAANKPKGQNSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVLDGEEVQIDILDTAGQEDYAAIRDNYFRS

RalB       ---------------MAANKSKGQSSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVLDGEEVQIDILDTAGQEDYAAIRDNYFRS

Rheb       -----------------------MPQSKSRKIAILGYRSVGKSSLTIQFVEGQFVDSYDPTIENTFTKLITVNGQEYHLQLVDTAGQDEYSIFPQTYSID

Rin        ---------MEVENEASCSPGSASGGSREYKVVMLGAGGVGKSAMTMQFISHQFPDYHDPTIEDAYKTQVRIDNEPAYLDILDTDGQAEFTAMREQYMRG

Rit        --------MDSGTRPVGSCCSSPAGLSREYKLVMLGAGGVGKSAMTMQFISHRFPEDHDPTIEDAYKIRIRIDDEPANLDILDTAGQAEFTAMRDQYMRA

                           80              90              100               110              120               130                140               150              160             170

H-Ras      GEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDD-VPMVLVGNKCDLAA-RTVESRQAQDLARSYG-IPYIETSAKTR-QGVEDAFYTLVREIRQHKLRK

N-Ras      GEGFLCVFAINNSKSFADINLYREQIKRVKDSDD-VPMVLVGNKCDLPT-RTVDTKQAHELAKSYG-IPFIETSAKTR-QGVEDAFYTLVREIRQYRMKK

K-Ras-4A   GEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSED-VPMVLVGNKCDLPS-RTVDTKQAQDLARSYG-IPFIETSAKTR-QRVEDAFYTLVREIRQYRLKK

K-Ras-4B   GEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSED-VPMVLVGNKCDLPS-RTVDTKQAQDLARSYG-IPFIETSAKTR-QGVDDAFYTLVREIRKHK-EK

TC21       GEGFLLVFSVTDRGSFEEIYKFQRQILRVKDRDE-FPMILIGNKADLDHQRQVTQEEGQQLARQLK-VTYMEASAKIR-MNVDQAFHELVRVIRKFQE--

R-Ras      GHGFLLVFAINDRQSFNEVGKLFTQILRVKDRDD-FPVVLVGNKADLESQRQVPRSEASAFGASHH-VAYFEASAKLR-LNVDEAFEQLVRAVRKYQE--

M-Ras      GDGFLIVYSVTDKASFEHVDRFHQLILRVKDRES-FPMILVANKVDLMHLRKITREQGKEMATKHN-IPYIETSAKDPPLNVDKAFHDLVRVIRQQIPEK

Rap1A      GQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTED-VPMILVGNKCDLEDERVVGKEQGQNLARQWCNCAFLESSAKSK-INVNEIFYDLVRQINRKTPVE

Rap1B      GQGFALVYSITAQSTFNDLQDLREQILRVKDTDD-VPMILVGNKCDLEDERVVGKEQGQNLARQWNNCAFLESSAKSK-INVNEIFYDLVRQINRKTPVP

Rap2A      GQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQIIRVKRYEK-VPVILVGNKVDLESEREVSSSEGRALAEEWG-CPFMETSAKSK-TMVDELFAEIVRQMNYAAQPD

Rap2B      GQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQIIRVKRYER-VPMILVGNKVDLEGEREVSYGEGKALAEEWS-CPFMETSAKNK-ASVDELFAEIVRQMNYAAQSN

RalA       GEGFLCVFSITEMESFAATADFREQILRVKEDEN-VPFLLVGNKSDLEDKRQVSVEEAKNRAEQWN-VNYVETSAKTR-ANVDKVFFDLMREIRARKMED

RalB       GEGFLLVFSITEHESFTATAEFREQILRVKAEEDKIPLLVVGNKSDLEERRQVPVEEARSKAEEWG-VQYVETSAKTR-ANVDKVFFDLMREIRTKKMSE

Rheb       INGYILVYSVTSIKSFEVIKVIHGKLLDMVGKVQ-IPIMLVGNKKDLHMERVISYEEGKALAESWN-AAFLESSAKEN-QTAVDVFRRIILEAEKMDGAA

Rin        GEGFIICYSVTDRQSFQEAAKFKELIFQVRHTYE-IPLVLVGNKIDLEQFRQVSTEEGLSLAQEYN-CGFFETSAALR-FCIDDAFHGLVREIRKKESMP

Rit        GEGFIICYSITDRRSFHEVREFKQLIYRVRRTDD-TPVVLVGNKSDLKQLRQVTKEEGLALAREFS-CPFFETSAAYR-YYIDDVFHALVREIRRKEKEA

Switch I Switch II

αααα2ββββ1 αααα1 ββββ2
L1 L2 ββββ3L3 L4

ββββ5ββββ4 αααα3 L8L7L6 ββββ6 αααα5αααα4 L10L9L5



Identité/similarité

   de séquence
   180

H-Ras      LNPPDESGPGCMSCKCVLS-----------    100/100 %

N-Ras      LNSSDDGTQGCMGLPCVVM-----------      85/93%

K-Ras-4A   ISKEEKTPGCVKIKKCIIM-----------     86/94%

K-Ras-4B   MSKDGKKKKKKSKTKCVIM-----------     85/91%

TC21       QECPPSPEPTRKEKDKKGCH--CVIF----     52/68%

R-Ras      QELPPSP-PSAPRKKGGGCP--CVLL----     48/61%

M-Ras      SQKKKKKTKWRGDRATGTHKLQCVIL----     48/65%

Rap1A      KKKPKKKSCLLL------------------     53/74%     100/100%

Rap1B      GKARKKSSCQLL------------------     53/72%      95/96%

Rap2A      KDDPCCSACNIQ------------------     45/70%      61/78%     100/100%

Rap2B      GDEGCCSACVIL------------------     45/68%      61/78%      90/94%

RalA       SKEKNGKKKRKSLAKRIRERCCIL------     45/69%

RalB       NKDKNGKKSSKN-KKSFKERCCLL------     45/66,5%

Rheb       SQGKSSCSVM--------------------     32/57%

Rin        SL-MEKKLKRKDSLWKKLKGSLKKKRENMT     40/61%

Rit        VLAMEKKSKPKNSVWKRLKSPFRKKKDSVT     42/62%

Figure 12 :Alignement de séquences des protéines humaines de la famille RAS et pourcentage d'identité et de similarité de
séquence entre elles. L'alignement de séquences a été fait sur les protéines humaines de la famille RAS avec le programme CLUSTALW. Les
régions N-Terminales ne sont pas alignées et les régions C-terminales sont alignées seulement pour chaque sous-famille. La numérotation de
H-Ras a été indiquée au-dessus de sa séquence. La structure secondaire de H-Ras est représentée au-dessus de l'alignement de séquence. Les traits

bleus représentent les brins β, et les traits jaunes les hélices α. Les résidus en rouge représentent les résidus strictement conservés, les résidus en

rose représentent les résidus conservés à 1 ou 2 résidus près. Les motifs caractéristiques sont surlignés en gris et annotés. Les tirets surlignés en jaune

sont des délétions par rapport aux autres séquences. Les résidus surlignés en vert sont des insertions par rapport aux autres séquences.. Les motifs Caax
de prénylation en C-Terminus sont surlignés en indigo, les résidus des motifs polybasiques sont représentés en bleu et les résidus des motifs
PxxP, motifs de reconnaissance aux domaines SH3 sont représentés en vert. Les pourcentages d'identités et de similarités de séquence sont
indiqués à la fin de l'alignement de séquence, ceux-ci sont présentés en colonne et/ou encadrés, ils ont été calculés par rapport à la protéine
pour qui l'identité/similarité de séquence est indiquée en rouge et est égale à 100/100 %.

                                                                                                    

100/100%

 95/96%

 61/78%

 61/78%

100/100%

 66/82%

100/100%

 82/92%

100/100%
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100/100%
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dans la même famille, de partager des partenaires identiques et des fonctions

proches et d'être distinguées des autres familles des petites protéines G.

 Cependant, les régions C-Terminale et dans une moindre mesure N-Terminale

de ces protéines sont divergentes en séquence. De plus, certaines protéines de la

famille RAS possèdent des insertions et/ou des délétions de séquence au niveau de

leur structure primaire. Ces différences suggèrent qu'elles puissent être distinguées

les unes des autres par des partenaires différents.

1-La sous-famille Ras

La sous-famille Ras comprend 4 protéines : H-Ras, N-Ras, K-Ras4A et K-Ras4B

(les deux protéines K-Ras4 résultent d'un épissage alternatif). Ces protéines sont

presque identiques sauf au niveau de leur région C-Terminale. Cette région contient

un motif de prénylation Caax (C pour cystéine, a pour résidu aliphatique et x pour

résidu quelconque), qui est farnésylé sur la cystéine, puis les 3 derniers résidus (aax)

sont protéolysés, et la cystéine farnésylée est carboxyméthylée. De plus, les

protéines H-Ras, N-Ras et K-Ras4A sont palmitoylées sur une cystéine adjacente à la

cystéine farnésylée, alors que K-Ras4B possède un motif polybasique riche en lysine

capable d'interagir avec des phospholipides anioniques ancrés dans la membrane.

Les protéines Ras ont acquis leur notoriété comme étant le produit de gènes

trouvés mutés dans environ 15 % des tumeurs humaines (pour revue voir (Bos,

1989)). Elles sont exprimées de façon ubiquitaire et sont localisées sur la face interne

de la membrane plasmique (Hancock, 1990). Un certain nombre de protéines sont

susceptibles d'interagir avec la forme GTP de Ras, mais à ce jour seulement 3

familles de protéines semblent être des effecteurs des protéines Ras. Parmi ces 3

familles, on trouve la famille des serine/thréonine kinase Raf qui sont les effecteurs

de Ras les mieux décrits. La voie de signalisation MAP kinases activée par la cascade

Ras->Raf->MEK->ERK  (MEK: mitogen-activated protein (MAP) kinase ou ERK

kinase, et ERK: extracellular-signal-regulated kinase) est la voie de signalisation la

mieux décrite à ce jour dans la littérature. Elles est activée par des facteurs de

croissance et des mitogènes, et conduit à la croissance et la différentiation cellulaire

(pour revue voir (Denhardt, 1996)). La PI-3 kinase est un autre effecteur des
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protéines Ras, cet enzyme est un hétérodimère composé par une sous-unité

régulatrice, p85 et une sous-unité catalytique, p110. Ras active le complexe p85-

p110 en interagissant directement avec la sous-unité catalytique p110 (Rodriguez-

Viciana, 1996). Récemment, il a été établi que les membres de la famille des RalGEF,

facteurs d'échange des petites protéines G Ral (même famille que les protéines Ras)

sont aussi des effecteurs des protéines Ras. L'activation des RalGEF par Ras suggère

un mécanisme par lequel les protéines Ral sont activées par des signaux

extracellulaires (pour revue voir (Wolthuis and Bos, 1999)).

Certaines études semblent indiquer que malgré de très fortes similarités de

séquence, les protéines de la sous-famille Ras puissent avoir des fonctions distinctes.

Des expériences délétant l'un mais pas les autres gènes de la sous-famille Ras

montrent que K-Ras, mais pas H-Ras ou N-Ras est essentiel pour le développement

((Umanoff, 1995) et (Johnson, 1997)). De plus, les inhibiteurs de la

farnésyltransférase dévéloppés comme étant des drogues contres les protéines Ras,

sont efficaces sur H-Ras mais pas sur K-Ras ou N-Ras ((Cox and Der, 1997) et (Oliff,

1999)).

2-La sous-famille R-Ras

La sous-famille R-Ras (R=Related) est constituée par trois protéines: R-Ras,

R-Ras2/TC21 et R-Ras3/M-Ras, ces protéines partagent 75% de similarité de

séquence entre-elles et 65 % avec H-Ras. R-Ras possède une extension de 26

résidus en N-Terminus par rapport à H-Ras, riche en proline et en glycine. TC21 et

M-Ras possèdent une extension N-Terminale de 10 résidus, qui ne possèdent aucune

similarité de séquence avec celle de R-Ras (fig.12). La sous-famille R-Ras possède un

motif de prénylation Caax en C-Terminus qui est géranyl-géranylé contrairement à

celui de la sous-famille Ras qui est farnésylé (Reuther and Der, 2000). De plus, TC21

et R-Ras possèdent une cystéine adjacente au motif Caax qui est un site potentiel de

palmitoylation. M-Ras et TC21 possèdent un motif polybasique riche susceptible

d'interagir avec des phospholipides anioniques ancrés dans la membrane. R-Ras

possède 3 motifs de liaison au domaine SH3 de type II PxxP (où P est une proline et

x n'importe quel résidu) en C-Terminus (fig.12). Une étude in vitro a montré qu'un

fragment du domaine SH3 de Nck interagit avec R-Ras, indépendamment de la
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nature du nucléotide au niveau des motifs PxxP (Wang, 2000). TC21 possède aussi

un motif PxxP en C-Terminus. Ces observations suggèrent que R-Ras et TC21

possèdent un ou plusieurs sites potentiels d'interaction avec des partenaires

possèdant un domaine SH3, indépendemment du cycle GDP/GTP. Ce motif est aussi

présent chez CDC42, une petite protéine G de la famille des RHO (fig.4).

Comme Ras, les mutants constitutivement activés des protéines R-Ras sont

susceptibles de promouvoir la transformation cellulaire et d'altérer la différentiation

cellulaire. Les protéines de la sous-famille R-Ras peuvent être activées par les

facteurs d'échange des protéines de la sous-famille Ras, suggèrant que ces protéines

puissent être stimulées par les mêmes signaux extracellulaires. De plus, les protéines

R-Ras interagissent avec la majorité des effecteurs des protéines Ras, suggérant

qu'elles puissent aussi activer les mêmes voies de signalisation (pour revue voir

(Reuther and Der, 2000)). Cependant, il a été montré que la protéine R-Ras pouvait

aussi avoir des fonctions distinctes de celles des protéines Ras. Par exemple, R-Ras

peut induire l'apoptose des cellules de la moelle osseuse suite à l’appauvrissement de

l'interleukine 3 dans le millieu, et peut augmenter l'adhésion cellulaire induit par les

intégrines ((Wang, 1995) et (Zhang, 1996)). De plus, R-Ras n'active pas

efficacement les protéines de la familles Raf et les protéines RalGEF comme le font

les protéines Ras ((Marte, 1997) et (Urano, 1996)). Ces observations suggèrent que

R-Ras puisse interagir avec des effecteurs distincts de ceux des protéines Ras.

3-La sous-famille Ral

La sous-famille des protéines Ral est constituée par deux isoformes RalA et

RalB, elles partagent 92 % de similarité de séquence (elles diffèrent principalement

au niveau de leur C-Terminus) (Chardin and Tavitian, 1989) et environ 68% avec H-

Ras. Les protéines Ral possèdent une extension de 11 résidus en N-Terminus par

rapport à H-Ras. De plus, elles possèdent en C-Terminus un motif de prénylation

Caax géranyl-géranylé contrairement à celui des protéines de la sous-famille Ras qui

est farnésylé, et un motif polybasique (Jilkina and Bhullar, 1996).

Les protéines Ral sont ubiquitaires et sont localisées au niveau de la

membrane plasmique et des vésicules d'endocytose et d'exocytose (Feig, 1996).

Jusqu'à récemment peu de chose était connues sur la régulation et la fonction des
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protéines Ral. Cela a changé lorsqu'il a été montré que les facteurs d'échange des

protéines Ral (RalGDS, rgl et Rfl), interagissent avec la forme GTP de différentes

protéines de la famille RAS, dont l'oncogène H-Ras (pour revue voir (Wolthuis and

Bos, 1999)). Ces observations suggèrent que les protéines Ral puissent être activées

par certaines protéines de la famille RAS. RalA interagit avec la calmoduline,

suggérant qu'elle puisse réguler une voie de signalisation intracellulaire dépendante

du Ca2+, distincte de la voie de signalisation de Ras (Wang, 1997). De plus, RalA

interagit directement avec la PLD1 au niveau de résidus N-Terminaux,,

indépendamment du nucléotide qu'elle fixe, mais n'a aucun effet sur l'activité PLD

(Luo, 1998). Deux laboratoires ont identifié simultanément un effecteur de RalA par

double hybride ((Jullien-Flores, 1995) et (Cantor, 1995)), cette protéine a été

appelée respectivement RLIP1/RalBP1. L'interaction entre RalA-GTP et RLIP1/RalBP1

requiert que la région effectrice de RalA soit intacte.

4-La protéine Rheb

Rheb est la protéine la plus divergente de la famille RAS : elle partage 57 %

de similarité de séquence avec H-Ras et 61% avec Rap2A. Des analyses in vitro et in

vivo montrent que comme Ras, Rheb est farnésylée au niveau d'un motif de

prénylation Caax (Clark, 1997). Rheb possède deux résidus encombrants au niveau

du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] : une tyrosine en position x1 et une arginine en

position x2. Chez Ras le résidu x2 est une glycine, la mutation de cette glycine en

arginine rend Ras constitutivement actif (Seeburg, 1984). Ce résultat suggère qu’une

arginine à cette position inhibe l’hydrolyse du GTP intrinsèque ou par la GAP, en

empêchant par exemple certaines interactions de se former. De plus, alors que le

résidu x3 est une glycine conservée chez les autres membres de la famille RAS, Rheb

possède une sérine.

Le gène de Rheb a été identifié parce qu'il est rapidement induit suite à

l'activité synaptique des neurones dans le cerveau (Ras homologue enriched in brain)

(Yamagata, 1994). Par la suite, il a été montré que Rheb est exprimée de façon

ubiquitaire (Clark, 1997). Rheb sauvage ou Rheb constitutivement activée (Q61L)

n'induit pas la transformation des fibroblastes NIH 3T3 (Clark, 1997), comme H-Ras.

Deux études ont proposé une fonction biologique potentielle pour Rheb, conduisant à
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deux conclusions opposées. Dans un cas, il a été montré in vitro, que Rheb interagit

avec Raf-1, et que cette interaction antagonise l'effet oncogène de Ras, suggérant

que Rheb ait une fonction distincte de celle de Ras (Clark, 1997). Dans un autre cas,

il a été montré que Rheb interagit Raf-1 et semble le réguler. Contrairement à Ras,

cette interaction est régulée par des facteurs de croissance en combinaison avec des

agents qui augmentent le niveau de l'AMPc (Yee and Worley, 1997). Dans les deux

cas, Rheb semble fonctionner de manière distincte de Ras.

5-Les protéines Rin et Rit

Les protéines Rin et Rit ont été découvertes très récemment, elles partagent

82 % de similarité de séquence entre elles et 62% avec H-Ras. Rin et Rit possèdent

des extensions N- et C-Terminales, respectivement d'une vingtaine et d'une dizaine

de résidus par rapport à H-Ras. Ces extensions présentent une faible homologie de

séquence entre elles. Une caractéristique de ces 2 protéines, par rapport aux autres

protéines de la famille RAS, est l'absence d'un motif de prénylation en C-Terminus ;

par contre elles possèdent un motif polybasique long (fig.12) (Lee, 1996). Rin

possède un motif PM3 [DTAGQ] particulier, en cela que l'alanine conservée pour

toutes les autres protéines de la famille RAS est remplacée par un aspartate. La

chaîne latérale de l'aspartate de Rin peut former de nouvelles interactions au niveau

du site nucléotidique ou modifier la conformation du motif PM3, entraînant des

particularités spécifiques au niveau de l’hydrolyse du GTP. Les protéines ARF

possèdent un motif PM3 de type [DVGGQ], les structures de la forme GDP de Arf1

((Amor, 1994) et (Greasley, 1995)) et de Arf6 (Menetrey, 2000) montrent que ce

motif est décalé de deux résidus par rapport à une position classique (repliement

général). Ce déplacement a pour effet de placer l'aspartate à la place de la première

glycine [DVGGQ] (Goldberg, 1998), ce qui entraîne des modifications au niveau des

interactions du site nucléotidique. Shao et coll. qui ont étudié les caractéristiques

biochimiques de Rin et Rit, n'ont observé aucune différence majeure au niveau de

l’hydrolyse du GTP de ces deux protéines par rapport à celle de Ras (Shao, 1999),

suggérant que les différences de séquences au niveau du motif PM3 de la protéine

Rin n'influencent pas la GTPase. Rit, comme les autres petites protéines G est

exprimée de façon ubiquitaire, alors que Rin est exclusivement exprimée dans les
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neurones ; elles sont associées à la membrane plasmique. Rin interagit avec la

calmoduline, comme RalA. Ce résultat permet de proposer que Rin soit impliquée

dans la signalisation induite par le calcium dans les neurones (Lee, 1996). La forme

GTP de Rin et Rit interagit avec certains effecteurs de Ras, comme RalGDS, Rfl et

RGL3, mais pas avec les protéines Raf et la sous-unité p110 de la PI 3-Kinase ((Shao

and Andres, 2000) et (Shao, 1999)).

B-La sous-famille Rap

1-généralités

Les protéines Rap ont été clonées et/ou purifiées, dans un court laps de temps

par différents laboratoires et par différentes techniques. Les gènes de Rap1A et de

Rap2A humains ont été identifiés par analogie de séquence avec le gène Dras3,

précédemment identifié chez la drosophile (Pizon, 1988). Rap1B humain a été

identifiée par le même laboratoire très peu de temps après en utilisant la même

stratégie (Pizon, 1988). De plus, Rap1A (appelé alors Krev-1) a été identifiée à partir

d'une banque d'ADN complémentaire de fibroblaste humain, basé sur sa capacité à

réverser le phénotype de v-Ki-Ras transformé (Kitayama , 1989). Une petite protéine

G de 22 kDa appelée Smg p21, qui a été purifiée, séquencée et clonée à partir d'une

banque d'ADN de cerveau bovin, s'est révélée être identique à Rap1B (Kawata,

1988). La dernière protéine Rap, Rap2B a été identifiée par PCR à partir d'une

banque d'ADN complémentaire provenant de plaquettes (Ohmstede, 1990).

La sous-famille Rap est composée par 4 protéines, Rap1A, Rap1B, Rap2A et

Rap2B. Les protéines Rap1A/B et Rap2A/B partagent 78% de similarité de séquence

entre elles, les formes A et B de chaque protéine (Rap1 et Rap2) partagent 96% de

similarité de séquence entre elles, et toutes les protéines Rap partagent 70% de

similarité de séquence avec H-Ras (fig.12). Les protéines Rap possèdent toutes un

motif de prénylation Caax en C-Terminus. Rap1A, Rap1B et Rap2B semblent être

géranyl-géranylées, alors que Rap2A semble être, comme les protéines Ras

farnésylée. De plus, les protéines Rap1 possèdent un motif polybasique en C-

Terminus, alors que les protéines Rap2 possèdent 2 cystéines adjacentes au motif de

prénylation, susceptibles d'être palmitoylées. Une caractéristique des protéines Rap
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par rapport aux autres protéines de la super-famille des petites protéines G est la

substitution de la glutamine catalytique du motif PM3 [DTAGQ] par une thréonine.

Cette différence ne semble pas être la conséquence de l'isolement d'une protéine

mutée, puisque les protéines Rap ont été isolées par différents laboratoires, avec

différentes techniques et dans différents organismes  (humain, drosophile, levure)

et/ou types cellulaires, et toutes présentent cette différence. Il a été montré que

l'activité GTPasique de Rap1 est 10 fois plus faible que celle de Ras (Noda, 1993),

effet potentiel de la substitution de la glutamine catalytique en thréonine.

2- Les protéines Rap1

Les protéines Rap1 sont exprimées de façon ubiquitaire, et sont retrouvées de

façon abondantes dans les plaquettes, les neutrophiles et dans le cerveau. Alors que

Ras est principalement localisée au niveau de la membrane plasmique, la localisation

de Rap1 semble être plus variable et dépendre du type cellulaire. Les protéines Rap1

ont été identifiées au niveau de l'appareil de golgi dans les fibroblastes (Beranger,

1991) et au niveau des endosomes tardifs et des lysosomes dans les fibroblastes et

les macrophages (Pizon, 1994). Dans les neutrophiles, les protéines Rap1 ont été

identifiées au niveau de la membrane plasmique et des granules spécifiques qui

fusionnent avec la membrane plasmique sous la stimulation des neutrophiles

((Maridonneau-Parini et de Gunzburg, 1992) et (Quinn, 1992)). Dans les plaquettes,

les protéines Rap1 ont été identifiées au niveau de la membrane plasmique et des

granules α (Berger, 1994). La localisation des protéines Rap1 est régulée par la

phosphorylation d'une sérine en N-Terminus (serine 180 pour Rap1A et serine 179

pour Rap1B) par la protéine kinase A (PKA) (kinase dépendante de l'AMPc) (Lerosey,

1991). Les protéines Rap1 possèdent une région effectrice (Switch I) presque

identique à celle de Ras (fig.12).

Activation de Rap1. Comme Ras, une large gamme de signaux extracellulaires,

incluant des facteurs de croissances, des cytokines et des molécules impliquées dans

l'adhésion cellulaire, régulent Rap1 (pour revue voir (Zwartkruis et Bos, 1999)). De

plus, Rap1 peut être activée par des messagers secondaires comme l'AMPc, le

calcium et le diacylglycérol (DAG) (Zwartkruis, 1998). Ces messagers secondaires
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activent des RapGEF, qui activeront à leur tour les protéines Rap. Parmi ces facteurs

d'échange, on trouve Epac (Exchange protein activated by cAMP) et cAMP-GEFII (de

Rooij, 1998), qui interagissent avec l'AMPc et sont activés par ce dernier. On trouve

aussi CalDAG-GEFI, qui possède un domaine susceptible d'interagir avec le calcium et

un autre domaine susceptible d'interagir avec le diacylglycérol (Kawasaki, 1998).

L'activation des protéines Ras et Rap1 par leurs facteurs d'échange ne semblent pas

se faire par le même mécanisme. En effet, le mutant Ras-S17N qui est défectueux

pour fixer le nucléotide s'associe de façon stable avec sa GEF, par contre la même

mutation chez Rap1, ne conduit pas à la formation d’un complexe Rap1S17N avec sa

GEF, C3G. Ces résultats suggèrent que Rap1-S17N, contrairement à Ras-S17N n'agit

pas comme un dominant négatif, in vivo (van den Berghe, 1997).

Fonctions et partenaires de Rap1. La fonction de Rap1 a tout d'abord été

associée à sa capacité de réverser l'activité induite dans les cellules NIH 3T3

transformées par H-Ras (Kitayama, 1989). Ce résultat a conduit à l'hypothèse que

Rap1 pouvait antagoniser Ras en s'associant à des effecteurs communs. Comme le

domaine effecteur de Rap1 est presque identique à celui de Ras, Rap1 peut

s'associer aux effecteurs de Ras, en particulier Raf1, empêchant Ras de pouvoir

transformer les cellules NIH 3T3. Il semble maintenant clair que Rap1 possède des

fonctions cellulaires qui lui sont propres. La première évidence que Rap1, comme Ras

est impliquée dans la transduction du signal, provient de l'observation que

l'augmentation du niveau de l'AMPc par l'activation soit du récepteur de la

prostaglandine E1 soit de l'adenylate cyclase induit une augmentation de la forme

GTP de Rap1 (Altschuler, 1995). Rap1 semble impliquée dans différents processus

cellulaires comme le contrôle de l'adhésion cellulaire et la régulation du cycle

cellulaire. Cependant, peu d'information est disponible à ce sujet (pour revue voir

(Zwartkruis et Bos, 1999)). Il a également été montré que Rap1 s'associe au

cytochrome c dans les neutrophiles humains, suggérant un rôle pour Rap1 au niveau

du système générant des ions superoxydes (Quinn, 1992)). De plus, Rap1 se co-

purifie avec le cytochrome b558, composant du complexe NADPH oxydase humain

(Maly, 1994). Le rôle de Rap1 dans la régulation du système de la NADPH oxydase

n'est pas encore complètement établi.
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In vitro, Rap1 interagit avec la plupart des partenaires de Ras, mais ne les

active pas forcément. Rap1 interagit avec la P120-GAP, une GAP de Ras, mais n'est

pas désactivée par cette GAP ((Frech, 1990), (Hata, 1990)). Rap1 interagit avec Raf-

1, mais contrairement à Ras ne l'active pas. De plus, l'interaction de Rap1 avec Raf-1

semble être régulée par la phosphorylation de Rap1, suggérant que l'interaction de

Rap1 et de Ras avec Raf-1 soit régulée différemment (Hu, 1999). Par contre, in vivo,

Rap1 interagit avec et active B-Raf, un homologue de Raf-1 (Ohtsuka, 1996). Les

facteurs d'échange de Ral (RalGDS, Rgl et Rlf) interagissent directement avec Rap1-

GTP in vitro et in vivo ((Spaargaren et Bischoff, 1994), (Wolthuis, 1996) et (Kishida,

1997)). Ras et Rap1 interagissent avec RalGDS et Rlf in vivo, mais seule Ras induit

l'activation de Ral in vivo ((Kishida, 1997) et (Urano, 1996)). De plus, in vitro alors

que H-Ras interagit avec Raf-RBD avec une forte affinité (Kd=20nM) et avec RGL-

RBD (facteur d'échange de Ral) avec une faible affinité (Kd=1µM), Rap1A montre un

comportement opposé (Herrmann, 1996). Ces résultats suggèrent que Ras et Rap1

régulent différemment ces effecteurs. Au moins une protéine, Krit1 (Krev-interacting

trapped 1) interagit fortement avec Rap1-GTP, et seulement faiblement avec Ras-

GTP, suggérant que Rap1 puisse aussi avoir des effecteurs distincts de ceux de Ras

(Serebriiskii, 1997).

Ces différents résultats montrent que malgré un domaine effecteur presque

identique, Ras et Rap1 possèdent des partenaires différents et sont impliquées dans

des mécanismes différents.

3- Rap2

les protéines Rap2A/B partagent 78% de similarité de séquence avec les

protéines Rap1A/B. Une différence de séquence importante au niveau du Switch I

entre les protéines Ras/Rap1 et Rap2 a été observée, il s’agit du résidu 39 qui est

chez Ras/Rap1 une serine et chez Rap2 une phénylalanine. La phénylalanine est plus

encombrante que la sérine et ne possède pas un groupement hydroxyle susceptible

de former des liaisons hydrogènes comme la sérine (Pizon, 1988). Cette différence
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peut être un site de distinction entre les protéines Rap2 et les protéines Rap1/Ras.

Bien que les protéines Rap2 possèdent une sérine en N-Terminus, elles ne sont pas

phosphorylées in vitro et in vivo par la PKA et la PKC,comme le sont les protéines

Rap1 (Lerosey, 1991).

La régulation de Rap2 est mal connue. Les facteurs d'échange GDP/GTP de

Rap1: C3G, Epac, CalDAG-GEF1, PDZ-GEF1 et GFR sont efficaces sur Rap2, in vitro

(Ohba , 2000). Les GAP de Rap1, Rap1GAPII et SPA-1, stimulent la GTPase de Rap2

de façon moins efficace que celle de Rap1. De plus, le temps de demi-vie de Rap2-

GTP dans des cellules 293T est plus longue que celle de Rap1-GTP, indiquant que la

faible sensibilité des GAP pour Rap2 entraine un rapport GTP/GDP de la protéine

élevé (Ohba, 2000).

Les fonctions physiologiques des protéines Rap2A sont aussi mal connues.

Rap2 a été identifiée au niveau du réticulum endoplasmique dans les fibroblastes

(Ohba, 2000), mais aussi au niveau de l'appareil de Golgi dans les macrophages et

les fibroblates, comme Rap1 (Pizon, 1994). Dans les neutrophiles, Rap2 a été

identifiée au niveau des granules spécifiques qui fusionnent avec la membrane

plasmique sous la stimulation des neutrophiles, comme les protéines Rap1

(Maridonneau-Parini et de Gunzburg, 1992). Contrairement à Rap1, Rap2

n'antagonise pas la transformation induite par Ras dans les cellules NIH 3T3. De

plus, Rap2 n'induit pas, comme H-Ras de transformation cellulaire (Jimenez , 1991).

Dans le but d'élucider la fonction biologique de Rap2, différentes études ont

cherché avec le système du double hybride des effecteurs de Rap2 (en utilisant

comme cible Rap2G12V, mutant défectueux dans l'hydrolyse du GTP). De cette

manière, une  nouvelle protéine a été identifiée, RPIP8 (RaP2 Interacting Protein 8),

dont l’interaction avec Rap2 nécessite que son domaine effecteur soit intact. Par

double hybride, RPIP8 n'interagit pas avec les protéines Ras, Rap1 et Ral, suggèrant

que RPIP8 soit un effecteur spécifique de Rap2. RPIP8 est préférentiellement

exprimée dans les cellules neuronales et endocrines, cependant sa fonction n'est pas

encore établie (Janoueix-Lerosey , 1998). Rap2, comme Rap1 interagit faiblement

avec c-Raf, alors que Ras interagit très fortement avec c-Raf (Nancy , 1999). De
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plus, Rap2 comme Rap1 et Ras interagit avec les facteurs d'échange GDP/GTP des

protéines Ral (RalGDS, RGL et Rlf) in vitro. Cependant tandis que les protéine Ral

sont activées par Ras, ni Rap2 ni Rap1 ne conduisent in vivo à l'activation des

protéines Ral ((Nancy, 1999) et (Zwartkruis, 1998)). RGS14, identifiée comme étant

une GAP spécifique de la sous-unité α de Go, est un effecteur de Rap2 et de Rap1

mais pas de Ras. Le fait que RGS14 soit identifiée dans le cerveau de souris comme

Rap2 et Gαo, mais pas comme Rap1 suggère que RGS14 permet à Rap2 de réguler

la voie de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G jusqu'à la protéine

hétérotrimérique Go (Traver , 2000). Rap2 s'associe avec le cytosquelette des

plaquettes en interagissant directement avec les filaments d'actines de façon

indépendante à l'état d'activation de la protéine (Torti , 1999). La PI 3-Kinase

n'interagit pas, in vitro avec Rap2A,  le nucléotide présent, contrairement à Ras

(Rodriguez-Viciana , 1994).

Ces différents résultats montrent que bien que Rap1 et Rap2 partagent 78 %

de similarité de séquence, elles ne sont pas régulées de la même manière et

possèdent des effecteurs spécifiques.

C-Cycle structural GDP/GTP de Rap2A

Des études structurales sur Rap1 ont été entrepris par Nassar et Coll., dans le

but de comprendre sur quelles bases structurales Rap1 interagit avec les mêmes

effecteurs que Ras sans les activer. Deux structures du complexe entre Rap1 et le

domaine RBD de Raf1 ont été résolues (Nassar, 1996; Nassar, 1995), l'un avec Rap1

sauvage et l'autre avec Rap1 mutée au niveau de deux résidus qui différent entre

Ras et Rap1 au niveau du Switch I (ces résidus ont été mutés par ceux de Ras, E30D

et K31E). De la même manière, pour essayer de comprendre comment Rap2

n'antagonise pas l'effet oncogène de Ras, l'étude structurale de Rap2A a été

entreprise par notre laboratoire.

Au cours de mon stage de DEA, j'ai participé à la résolution des structures de

Rap2A en complexe avec du GDP, du GTP et un analogue non hydrolysable du GTP,



Figure 13 : Vue stéréographique des changements de conformation du
cycle structural GDP/GTP et des régions flexibles de Rap2A. Rap2A-GDP
est présentée en blanc et Rap2A-GTP en noir. Les régions switch I et switch II qui
changent de conformations et la boucle L3 qui est flexible sont en couleur,
respectivement en bleu et en rouge.
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le GTPγS: cette étude a fait l'objet d'une publication dans l'EMBO Journal. L'analyse

complète du cycle structural GDP/GTP de Rap2A est présentée dans l'article en

annexe A. Les points forts de cette étude sont repris dans ce paragraphe.

� La structure des formes triphosphates des petites protéines G n'est connue que

pour des protéines en complexe avec des analogues non hydrolysable du GTP (le

GTPγS, le GDPNHP et le GDPCH2P). La structure de Rap2A-GTP est la première

structure de petite protéine G en complexe avec son vrai substrat, le GTP. Depuis

la résolution de cette structure, d’autres structures de petites protéines G en

complexe avec leur vrai substrat le GTP ont été résolues : Ras-GTP (Scheidig,

1999), le complexe Rab3AQ81L-GTP/Rabphilin3 (Ostermeier et Brunger, 1999)).

�  La résolution de la forme GDP et GTP de Rap2A a permis d'étudier pour la

seconde fois le cycle structural GDP/GTP d'une petite protéine G (le premier cycle

structural GDP/GTP a été résolu pour H-Ras). Cette étude a permis d'observer si

la nature des changements de conformation induits au cours du cycle GDP/GTP

étaient la même pour toutes les petites protéines G et surtout si les changements

de conformation étaient localisés au même endroit, et avaient les mêmes

amplitudes et les mêmes longueurs. Le cycle structural GDP/GTP de Rap2A

montre que les changements de conformation sont principalement localisés au

niveau des Switch I et II (fig.13) comme cela avait été précédemment décrit pour

H-Ras (Milburn, 1990). Cependant, contrairement à H-Ras, l'hélice α2 de Rap2A

(résidus 66 à 75) ne change pas de conformation au cours du cycle GDP/GTP et

ne fait donc pas partie du Switch II de Rap2A (résidus 58 à 66).

�  Le cycle structural GDP/GTP de Rap2A est caractérisé par une transition

désordre/ordre. En effet, la structure de Rap2A-GDP montre que les Switch I et II

sont désordonnés, alors que dans la structure de Rap2A-GTP ils sont ordonnés.

Cependant, le Switch II de la structure de Rap2A-GTP est enfouie dans un

contact cristallin, suggérant que l'état ordonné du Switch II soit peut-être un

artefact de la cristallisation.



Figure 14 : Interactions faites par la tyrosine 32 au niveau
du site nucléotidique de Rap2A-GTP. Les liaisons hydrogènes
sont représentées en pointillé.
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� Une nouvelle interaction au niveau du site nucléotidique, a été observée dans la

structure de Rap2A-GTP, pour la première fois. La tyrosine 32 qui appartient au

Switch I/région effectrice et est placée entre le motif G1 [F28] et le motif PM2

[T35], forme une liaison hydrogène avec l'oxygène du phosphate gamma du GTP.

La tyrosine 32 forme également une liaison hydrogène avec le groupe NH de la

glycine 13, qui elle même interagit avec l'oxygène reliant le phosphate gamma au

phosphate beta (Pγ-O-Pβ). De plus, le cycle aromatique de la tyrosine 32 est

empilé par contacts hydrophobes sur le cycle de la proline 34 (Fig.14). Dans la

structure Rap2A-GDP, la tyrosine 32 pointe vers l'exterieur du site nucléotidique.

La conservation de la tyrosine 32 chez les petites protéines G, suggère que ce

résidu joue un rôle structural ou fonctionnel au niveau du site nucléotidique. De

plus, la tyrosine 32 semble être impliquée dans la reconnaissance d'effecteur: le

mutant Y32F de H-Ras interagit avec Raf mais n'active plus, et ne reconnaît plus

Byr2, un effecteur de Ras chez schizosaccharomyces pombe (Akasaka , 1996).

Il est possible de modéliser Rap2 à la place de Rap1 dans la structure du

complexe Rap1/Raf1-RBD sans gêne stérique de la part de la phénylalanine 39

(sérine chez Rap1 et Ras). Cependant, la présence d’une phénylalanine à la place

d’une sérine peut entraîner des réarrangements structuraux d’ordre plus général.

Comme, un changement de conformation au niveau de la chaîne principale du Switch

I, dans ce cas il est difficile de prédire un modèle d’interaction entre Rap2A et Raf1-

RBD. De plus, la nature de ces deux résidus est différente : une sérine est

susceptible de former deux liaisons hydrogènes, une donneuse et une accepteuse

alors qu’une phénylalanine ne le peut pas. Une phénylalanine est susceptible de

former de larges interactions hydrophobes, ce qui n’est pas le cas d’une sérine. Par

conséquent, la nature de l’interaction entre Rap1 et Rap2 avec Raf1-RBD sera

différente.
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II-Structure de Rap2A dans un complexe non

catalytique avec le GTP

L'étude structurale de Rap2A dans un complexe non catalytique avec du GTP

est présentée dans cette partie. L'analyse complète de cette étude est présentée

dans l'article "Structure of Rap2A in a non-catalytic complex with GTP" de Julie

Ménétrey et jacqueline Cherfils, publié dans PROTEINS Structure, Function and

Genetics. L'article sera introduit par un résumé des points forts de cette étude.  Puis,

certains résultats de l'étude structurale qui n'ont pas été mentionnés dans l'article

seront présentés. Pour finir, des commentaires post-publication seront apportés et

permettront de reprendre la discussion présentée dans l'article.

A-Article 1

L'étude structurale de Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP a

fourni la seconde structure de Rap2A en complexe avec du GTP (voir figure 1b de

l'article 1), la première a été résumé au paragraphe I-C (voir publication dans

l'annexe A, (Cherfils, 1997)). La structure de la nouvelle forme cristalline de Rap2A-

GTP a été résolue à une meilleure résolution que la première structure. Dans le

texte, la distinction entre les deux structures sera faite en mentionnant leur forme

cristalline, la première stucture de Rap2A-GTP a cristallisé dans une forme

hexagonale (Cherfils, 1997), la seconde (celle présentée ici) dans une forme

monoclinique. De plus, l'unité asymétrique de la forme monoclinique contient deux

molécules de Rap2A-GTP. Les résultats présentés ici ont été observés pour les deux

molécules, dans le cas contraire la distinction sera faite. L'étude structurale de Rap2A

dans un complexe non catalytique avec le GTP a permis de mettre en évidence que :

�  La densité électronique du GTP et des résidus du site nucléotidique est bien

définie (voir figure 1a de l'article 1), ce qui indique qu'il n'y a pas eu hydrolyse du

GTP dans le cristal. Comme l'activité GTPasique de Rap2A est mesurable en

solution (0,005 mn-1) (Lerosey, 1991), la structure présente dans le cristal

représente une conformation non catalytique de Rap2A.
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� L'interaction de la tyrosine 32 avec le phosphate gamma du GTP, observée pour

la forme hexagonale est aussi observée pour la forme monoclinique de Rap2A-

GTP (voir figure 1c de l'article 1). Cette interaction a été observée dans de

nouvelles structures de petites protéines G seules (voir figure 2a dans l'article 1)

ou en complexe avec un effecteur, suggérant que ce soit une interaction générale

aux petites protéines G, plutot qu'une interaction particulière à Rap2A. Certaines

petites protéines G ne possèdent pas cette tyrosine : dans le cas de Rab3A-

GDPNHP deux interactions sont observées avec le phospahte gamma, l’une avec

la Ser31 et l’autre avec la Ser53 (voir figure 2a dans l'article 1). Ces deux

nouvelles interactions au niveau du site nucléotidique de Rab3A semblent jouer le

même rôle que celle faite entre la tyrosine 32 et le phosphate gamma des autres

petites protéines G. Les structures de petites protéines G en complexe avec leur

GAP ont permis de mettre en évidence le fait que "l'arginine finger" des GAP

détruit cette interaction pour accéder au nucléotide (voir figure 2b de l'article 1).

Sa présence dans la structure de Rap2A dans un complexe non catalytique avec

le GTP semble suggèrer qu'elle n'est pas impliquée dans l'hydrolyse du GTP. Le

rôle de cette interaction n'est pas encore clair et nécessiterait d'être étudié.

� Une transition désordre/ordre des Switch I et II au cours du cycle GDP/GTP de

Rap2A a été décrite pour la forme hexagonale. Toutefois, d’importants contacts

cristallins au niveau du Switch II de la forme hexagonale ne permettent pas de

repousser l'influence de l'empilement cristallin. Les Switch II de la nouvelle forme

cristalline (monoclinique) sont pas ou peu impliqués dans des contacts cristallins

(voir figure 3 dans l'article 1). Les swicth II de la forme monoclinique sont

partiellement ordonnés : en effet au delà des résidus 60 et 61, la densité

électronique est mal définie. Ces nouvelles observations suggèrent qu'au cours du

cycle GDP/GTP, le Switch I de Rap2A est complétement stabilisé, alors que le

Switch II n'est que partiellement stabilisé.

� L'état de la flexibilité des régions Switch I et II des structures de petite protéine G

seule ou en complexe avec un partenaire a été reporté dans cet article (voir table

II dans l'article 1). Ces informations ont permis de mettre en évidence que les
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régions Switch des petites protéines G sont des régions plus ou moins flexibles

d’une forme à l’autre de la protéine et d’une protéine à l’autre. L’état de

désordre/ordre de ces régions est un moyen pour les partenaires de distinguer les

différentes formes et les différentes petites protéines G.
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ABSTRACT We report a novel crystal form of

the small G protein Rap2A in complex with GTP

which has no GTPase activity in the crystal. The

asymmetric unit contains two complexes which show

that a conserved switch I residue, Tyr 32, contrib-

utes an extra hydrogen bond to the g-phosphate of

GTP as compared to related structures with GTP

analogs. Since GTP is not hydrolyzed in the crystal,

this interaction is unlikely to contribute to the

intrinsic GTPase activity. The comparison of other

G protein structures to the Rap2-GTP complex sug-

gests that an equivalent interaction is likely to exist

in their GTP form, whether unbound or bound to an

effector. This interaction has to be released to allow

the GAP-activated GTPase, and presumably the in-

trinsic GTPase activity as well. We also discuss the

definition of the flexible regions and their hinges in

the light of this structure and the expanding data-

base of G protein structures. We propose that the

switch I and switch II undergo either partial or com-

plete disorder-to-order transitions according to their

cellular status, thus defining a complex energy land-

scape comprising more than two conformational states.

We observe in addition that the region connecting the

switch I and switch II is flexible in Rap2 and other G

proteins. This region may be important for protein-

proteininteractionsandpossiblybehaveasaconforma-

tional lever arm, as characterized for Arf. Taken to-

gether, these observations suggest that the structural

mechanisms of small G proteins are significantly driven

by entropy-based free energy changes. Proteins
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ity; Ras; disorder; hinge residue

INTRODUCTION

Small G proteins of the Ras superfamily are classically
described as proteins with two states, each interacting
with different partners in the cell. These states depend on
the nature of the bound nucleotide, GDP in the inactive
form and GTP in the active form. Their alternance is
regulated by guanine nucleotide exchange factors (GEF),
GTPase activating proteins (GAP) and, for the Rho and
Rab subfamilies, guanine nucleotide dissociation inhibi-
tors (GDI). The two states were first described in conforma-
tional terms for the archetype member of the superfamily,
p21Ras.1,2 The three-dimensional structures of representa-
tive members of other subfamilies as well as various

complexes of small G proteins with effectors and regula-
tory proteins have recently added tremendous knowledge
to the two-state operational definition (reviewed in Geyer
and Wittinghofer3). One of the most recent developments
has been the disclosure of an extraordinary diversity
beyond the Ras structural paradigm. It is now well estab-
lished that small G proteins display variations in their
unbound structures, in the nature of conformational
changes between their GDP and GTP forms, in the fold and
probably the mechanism of their GEFs and GAPs, and in
the nature of the conformational changes and protein-
protein interactions of their complexes with regulatory
proteins and effectors. While individual three-dimensional
structures have proved invaluable for understanding par-
ticular mechanisms, as a collection they are essential to
understand the general principles that drive the struc-
tural features of small G proteins.

Studies on Ras illustrate how investigations on a particu-
lar G protein extended to other G proteins. Ras and its
relatives from the Rap subfamily are involved in signal
transduction cascades which yield to responses in cell
growth or morphogenesis (reviewed in Bos4). Activation of
Ras is induced by receptor tyrosine kinases through the
Grb2/SOS pathway and by calcium and/or diacylglycerol
through the Ras-GRF and Ras-GRP nucleotide exchange
factors. In turn, Ras activates various effectors, including
the Ser/Thr kinase Raf (reviewed in Marshall5). The Rap
subfamily is closely related to Ras and comprises the
Rap1A, Rap1B, Rap2A, and Rap2B isoforms. Rap1 was
first studied as a Ras antagonist.6,7 In support to this
potential function, Rap1 binds to the Ras effectors Raf and
to RasGAP, but the interaction is non-productive. How-
ever, Rap1 can be activated independently of Ras, and its
potential alternative function in cellular morphogenesis is
now actively investigated.4 The cellular properties of Rap2
are markedly different from those of Ras and Rap1. Most
notably, Rap2 is unable to revert the transformed pheno-
type of activated Ras in fibroblasts, unlike Rap1.8 Rap1
and Rap2 display several sequence differences with Ras
and between each other in their nucleotide sensor (or
switch) regions. In particular, the replacement of Gln 61 by
Thr in both Rap1 and Rap2 lowers their intrinsic GTPase
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relative to Ras and impairs their response to RasGAP.9

Rap2 is able to interact with several Ras and Rap1
partners in vitro, but effectors and GEFs that distinguish
between Rap1 and Rap2 have also been identified.10–13 At
present it is unclear whether the Rap2 isoform performs a
function related to that of Rap1. The Ras and Rap proteins
thus summarize many structural issues regarding small G
proteins, for instance: what is the range of conformational
changes and their associated free energies; are these
conformations selected or induced by effectors and regula-
tors; how are isoforms or closely related proteins within a
subfamily distinguished by their cellular partners; what is
the role, if any, of the intrinsic GTPase activity of unbound
or effector-bound G proteins? We reported earlier the
crystal structure of Rap2-GDP, Rap2-GTPgS, and Rap2-
GTP14 which showed that the GDP/GTP structural transi-
tion of Rap2 differs in amplitude and extent from that of
Ras, despite their close relationship. In addition, we
identified a novel interaction provided by a switch I
residue with the g-phosphate of GTP, which we proposed to
exist in most small G proteins. Here we report a novel
crystal form of Rap2 in complex with its substrate GTP
which has no GTPase activity in the crystal. We address
the question of the role of a general g-phosphate interact-
ing residue in the switch I for the GTPase mechanism, and
discuss the extent and the role of disorder-to-order transi-
tions as a general mechanism of small G protein regula-
tion. These features are discussed in the light of the
expanding database of small G protein structures.

MATERIAL AND METHODS

Crystallization And Data Collection

Truncated human Rap2A (residues 1–167) was purified
as described14 and concentrated to 10 mg/ml. The protein,
which was initially in the GDP form, partially converted to
the GTP form after several months of storage at 280°C,
possibly by trace contamination of an Escherichia coli

enzyme capable of catalyzing the phosphorylation of GDP.
Three non-isomorphous crystal forms were obtained by the
hanging drop method under similar conditions containing
20–25% PEG 8000, Tris/HCl 100 mM pH 8 and 100 mM of
either LiSO4 or MgCl2. Two crystal forms were often
observed in the same drops, but replacement of Rap2-GTP
crystals by the Rap2-GDP form occurred with time. Hexago-
nal Rap2-GTP crystal and the new crystal form could also
be obtained by exchanging GDP to GTP prior to crystalliza-
tion. Crystals used in this experiment were obtained with
GTP-loaded Rap2. The new crystal form was stable for
several weeks, in contrast to the hexagonal Rap2-GTP
form.14 Cryoprotection was achieved by adding a solution
of 24% PEG 8000, 25% PEG 400, 100 mM Tris/HCl pH 8 in
5-fold excess to the drop before flash freezing. A single
crystal (a thin rod of 350 3 100 3 30 µm3) was used for
diffraction data collection on beam line D2AM at the ESRF
synchrotron center (Grenoble, France) at a wavelength of
0.9798 Å using a CCD camera. The frames were converted
to pseudo-MAR format by IMAC (written by M. Roth) and

processed by DENZO and SCALEPACK.15 Statistics are
given in Table I.

Molecular Replacement and Structure Refinement

Molecular replacement was performed with AMORE16

with two molecules in the asymmetric unit using either
Rap2-GDP or hexagonal Rap2-GTP as an initial model.
Equivalent solutions were obtained with either model,
with slightly better statistics for Rap2-GTP (Table I).
Electron density maps with either Rap2-GDP or Rap2-
GTP were computed with omission of the nucleotide. Both
showed a strong density connected to the b-phosphate of
GDP, indicating that the bound nucleotide was GTP.
Refinement was carried out with X-PLOR 3.85117 or
X-PLOR 98 (MSI, Molecular Simulations) using the maxi-
mum likelihood target function and a model of bulk
solvent, in alternance with graphical building using
TURBO18 and the CCP4 suite19 for SIGMAA-weighted
maps. The final structure has an R-factor of 21.1% (R-free
26.2% for 9% omitted reflections) and good stereochemis-
try (Table I). The overall structure contains two molecules
of Rap2-GTP-Mg21 and 93 water molecules. Coordinates
have been deposited in the PDB with code 3RAP.

RESULTS AND DISCUSSION

Protein-GTP Interactions

The asymmetric unit contains two molecules, each with
a GTP nucleotide bound at the active site (Fig. 1a, b). The
electron density for GTP and GTP-interacting residues is
well defined, indicating that no hydrolysis has occurred in
the crystal (Fig. 1a). Since Rap2 has a measurable GTPase
activity in solution (rate constant of 0.005 min21),20 the
present Rap2-GTP structure represents a non-catalytic
conformation of the protein which is trapped in the crystal.
We analyze below the interactions of the Rap2 protein with
GTP in order to understand why the GTPase activity is
compromised in the complex.

The classical interactions of G protein/GTP complexes
are observed for both Rap2-GTP complexes in the asymmet-

TABLE I. Statistics for X-Ray Structure Determination

Space group P21

Unit cell parameter a 5 41.01Å b 5 59.83Å c 5 68.44Å
b 5 97.07°

Measured reflections 144323
Unique reflections 16388
Completeness (%) 97.5
Resolution range (Å) 16–2.2
Molecular replacement with

Rap2A-GDP R 5 38.4% Corr 5 58.2
Molecular replacement with

Rap2A-GTP R 5 36.9‰ Corr 5 61.4%
Rsym (%) 7.2
R-factor (%) 21.1
R-free (%) 26.2
R.m.s.d bond length (Å) 0.008
R.m.s.d bond angles (°) 2.065
Average B factor (Å2) 24.5
Number of water molecules 93
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ric unit, including the interaction of the g-phosphate with
Thr 35 in the switch I and Gly 60 in the switch II. Both
molecules display a hydrogen bond between the g-phos-
phate of GTP and the hydroxyl of Tyr 32 in the switch I
(Fig. 1c). Tyr 32 interacts also with the amide NH of
Gly 13, which in turn interacts with the oxygen that
bridges the b- and g-phosphates of GTP. Tyr 32 is con-
served in many G proteins, but its interaction with the
g-phosphate of GTP analogs is not always present in
crystal structures. This interaction is present in both
monoclinic and hexagonal Rap2-GTP crystal forms, but
not in isomorphous hexagonal crystals of Rap2-GTPgS.14

This clearly demonstrates that it is not an artifact of
crystal packing, and suggests that nucleotide analogs may
disfavor this interaction in other G protein structures.

The switch II of Rap proteins has a Thr at position 61,
where most G proteins have a Gln residue which activates
the attacking nucleophilic water molecule and/or stabi-
lizes the transition state of the GTPase reaction.21,22 This
substitution is responsible for the 10-fold reduction of the
intrinsic GTPase activity of Rap1 as compared to the
related Ras proteins.9 In our non-catalytic complex, the
position of Thr 61, but not the precise conformation of its
side chain, is defined in the electron density. The residue
points towards the side chain of Tyr 32 and is close to the
nucleophilic water molecule (Fig. 1c). In contrast to Rap2-
GTP in the hexagonal crystal, this water molecule is well
defined, presumably because of the higher resolution of the
present structure. It interacts with the same g-phosphate
oxygen as Tyr 32, suggesting that Tyr 32 may somehow

Fig. 1. The Rap2-GTP complex. a) 0Fo0 2 0Fc0 electron density map of GTP with the nucleotide
omitted from the computation, contoured at 3s. b) Overall view of one subunit. Regions described in
the text are highlighted in color. The ill-defined region is in dotted lines. c) Close-up view of the GTP
binding site. Orientations in b) and c) are the same.
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influence its activation (see below). The conformation of
Thr 61 in Rap2 is reminiscent of Gln 61 in other G protein
active forms, such as Rac-GDPNP where Gln 61 interacts
with the nucleophilic water molecule.23 It also resembles
Thr 61 in the complex of a Rap1 mutant with the Ras
binding domain of Raf.24 However, the weak electron
density of the Thr 61 side chain suggests that this residue
is not involved in a strong interaction with the attacking
water molecule nor with Tyr 32. Importantly, it has only a
loose interaction with the g-phosphate of GTP, unlike
Gln 61 in the complexes of Ras and Rho with their
respective GAPs.25–27 In order to fulfill an equivalent role
during catalysis, Thr 61 should thus undergo, at least, a
moderate conformational change.

On the Role of a Third g-Phosphate-Interacting

Residue in Small G Proteins

Recent crystal structures of small G proteins with GTP
or GTP analogs provide growing evidence that these
proteins have three, rather than two residues interacting
with the g-phosphate of GTP. Besides Rap2, the interac-
tion between the g-phosphate of GTP and the conserved
tyrosine in switch I has been observed in RhoAVal14

-GTPgS28 (Fig. 2a), in the Ran-GDPNP-RanBD2 complex29

and between Tyr 32 and AlF3 in the complex of Cdc42-GDP-
AlF3 with a Cdc42GAP mutant devoid of the arginine
finger.27 It is also reported in the Rap1-GDPNP/RafRBD
complex24 although not in a similar complex with a Rap1
mutant,30 (PDB entry 1GUA). It is not observed in cryofro-
zen, photoactivated Ras-GTP, presumably because Tyr 32
forms an equivalent interaction with a neighboring GTP
molecule in the crystal.31 31P NMR experiments on Ras
suggest that Tyr 32 interacts with the GTP nucleotide in
solution.32 These observations confirm our earlier predic-
tion that this interaction is likely to be general rather than
represent a peculiarity of Rap2.32 Consequently, the argi-
nine fingers of Ras- and Rho-GAPs compete with this
tyrosine for interacting with the g-phosphate and have to
push this residue away to establish the GAP/GTP interac-
tion25–27 (Fig. 2b). A restriction to the generalization of the
presence of a third g-phosphate interacting residue in
small G proteins was previously the observation that Rab
proteins do not have a conserved tyrosine equivalent to
Tyr 32. The Rab3-GTP33 and Rab3-GTP/Rabphilin34 struc-
tures solve this issue by demonstrating that Rab proteins
have two additional serines in interaction with the g-phos-
phate, one is switch I and the other in the P-loop (Fig. 2a).
Thus G proteins turn out to have a third residue in
addition to the invariant Thr (switch I) and Gly (switch II)
to recognize the g-phosphate of the GTP nucleotide. Arf is
an exception, as it has no residue with an hydroxyl group
close to the conserved Thr; interestingly, its switch I is
shortened by one residue as compared to other G proteins.

Yet, little is known about the actual role of this interac-
tion. We rule out, since no hydrolysis occurs in our crystals,
that Tyr 32 may have a role in catalysis. One possibility is
that it will serve to drive and/or stabilize the conformation
of the switch I in the GTP form.3 We argue that the
invariant Thr is sufficient to drive the organization of the

switch I, on the basis that in several structures that do not
display this interaction, the switch I still adopts a confor-
mation similar to that of Rap2 or RhoAVal14.2,23 An alterna-
tive explanation could be that this interaction is tailored to
time the basic GTPase activity by giving rise to a GTPase-
incompetent configuration at the GTP binding site. We
proposed earlier that the hydroxyl of Tyr 32 may divert the
NH of Gly 13 from stabilizing the b—g bridging oxygen,14 a
role that may be fulfilled by Ser 31 in the P-loop of Rab3 as
well.33,34 The GTPase activity of Rab3 is indeed increased

Fig. 2. Interaction of Tyr 32 with the g-phosphate of GTP in the
Rap2-GTP complex (in white) compared to other G proteins alone or in
complex with GAPs. The orientation is the same as in Figure 1. a)
Comparison of Rap2-GTP with RhoAVal14/ GTPgS (Pro 31 and Tyr 34 in
light grey, PDB entry 1A2B) and Rab3ALeu81/GTP/Rabphilin3A (Ser 31 in
the P-loop, Ser 53, and Phe 56 in switch I, dark grey). In Rab3, the
tyrosine is replaced by Phe 51 and two serines interact with the
g-phosphate of GTP. Ser 53 is equivalent in sequence to Pro 34 in Rap2.
For clarity, only one main-chain trace is shown. b) Comparison of
Rap2-GTP with the arginine finger of RasGAP (dark grey) and Tyr 32 of
Ras (light grey) in the Ras/RasGAP/GDP/AlF3 complex.

468 J. MÉNÉTREY AND J. CHERFILS



by mutagenesis of Ser 31 to Gly, which could also be
attributed to steric hindrance for the catalytic Gln in
switch II.33 Another possibility, however, is that the nucleo-
philic properties of the catalytic water molecule and/or its
ability to align with the phosphorus are affected by Tyr 32
or any equivalent residue, as both form a hydrogen bond
with the same g-phosphate oxygen (Figs. 1c, 2a). Since a
similar conformation of Tyr 32 is observed in the Rap1-
GDPNP/RafRBD complex, the GTPase activity may be
compromised in this complex as well.24

These observations address again the long-standing
issue of whether the intrinsic GTPase activity of small G
proteins acts as an actual timer to the ‘‘on’’ signal, or is an
artifactual consequence of GTP binding to an incomplete
GTPase site. In the first hypothesis, activated G proteins
would be turned off by either their basic GTPase or their
GAPs; in the second, solely by their GAPs. Elongation
factors were first proposed to function as timers, with their
GTPase activity ‘‘proof-reading’’ the binding of the cognate
tRNA by comparing of the time-scale for GTP hydrolysis to
that of tRNA binding.35 The proof-reading principle is
clearly not of general application to G protein functions,
but it could be generalized into a principle of molecular
timer. There seems, indeed, to exist a correlation between
the cellular function of G proteins and the lifetime of their
GTP-bound form. For instance, stimulation of Ras by
endothelin yields two activation phases with different
durations,36 one of which coincides with the half life of
GTP.37 Proteins of the Rho family have a low but measur-
able GTPase activity, but interestingly, the Rnd subfamily
has no GTPase, suggesting that an eventual role for a basic
GTPase is suppressed in Rnd.38 Recently, Rab proteins
have also been proposed to perform a proof-reading func-
tion at the tethering stage of vesicle traffic.39 It would
therefore be of great interest to design mutants from which
this issue could be tested in vivo. The Ras protein, whose
structures are now described alone and in complex with
exchange factor, GAP and effector would be, once again,
particularly well-suited for such an investigation.

Disorder-to-Order Transitions in the

Switch II of Rap2

The guanine nucleotide binding site of G proteins is built
up from a combination of highly conserved regions includ-
ing the phosphate binding P-loop, and regions of variable
sequence called the switch I and switch II regions. Whereas
the conserved regions have the same conformation in the
GDP and GTP forms, the switch regions have been shown
to undergo structural changes upon GTP binding.1,2,14,28,40–43

The switch regions bind weakly or not at all to the GDP
nucleotide, and are therefore unlikely to contribute to the
high affinity of G proteins for the GDP nucleotide. In
contrast, both the switch I and switch II interact with GTP
or GTP analogs, in particular at the g-phosphate. We
discussed previously how the GDP/GTP transition of the
switch I and II in Rap2 is essentially a disorder-to-order

transition.14 In particular, the switch II of Rap2-GTP in
the hexagonal crystal form was found to have a well-
defined electron density, although its B-factors were higher
than on average in the protein. Yet we could not rule out
the influence of crystal contacts on the sole basis of a single
molecule. Here we find that the stabilization of the switch II
is indeed incomplete and limited to the invariant Gly 60
and to a lesser extent to Thr 61 (Fig. 3). In one molecule of
the asymmetric unit, the chain trace is broken after Thr 61
and residues 62–63 are poorly defined, but the switch II is
ordered beyond Phe 64 which forms aromatic/aromatic
crystal contacts. In the second molecule, the switch II is
disordered for residues 62–66 and has clear density after
Met 67 which is buried in a hydrophobic interaction with a
neighbor molecule. Thus, in the absence of crystal con-
tacts, the switch II is disordered beyond the invariant
Gly 60 and Thr 61. The moderate stabilization of the
switch II by GTP or GTP analogs was reported before in
other G proteins NMR and X-ray structures (Table II).
This suggests that GTP alone is not sufficient to stabilize
the conformation of the switch II, although in general it
stabilizes the conformation of the switch I. However, the
Gly 60/GTP interaction is sufficient to configure the distal
region of the switch II, comprising helix 2, into a consensus
structure.14,44

Structural Properties of the Switch I/Switch II

Connecting Region

The L3 loop (residues 45–55), opposite to the nucleotide
binding site, connects the two b-strands that follow switch I
and precede switch II (Fig. 1a). In addition to the switch
regions, this loop is flexible in both the GDP and hexagonal
GTP forms of Rap2.14 In the present structure, it is
disordered in one molecule but becomes ordered in the
other one upon crystal contacts. This region was reported
to be flexible for most G proteins structures solved so far,
which may account for its different conformation between
the GDP and GTP forms of Ras and of Rho. Interestingly,
the recent crystal structures of the Rab3-GTP/Rabphilin34

and Ran-GDPNP/RanBD229 complexes revealed that this
region is involved in effector recognition. In addition, it
behaves as a third structural switch in the crystal struc-
ture of the G protein Arf, coupling the N-terminus helix to
the nucleotide site.43 These properties suggest that the
b2-L3-b3 region may be a target for protein-protein inter-
actions for other G proteins, and possibly serve a nucleotide-
dependent switch-like role mediated by its structural
flexibility. Several reports on Ras and Rho support this
hypothesis. In Ras, extensive mutagenesis of the L3 loop
showed that several mutations impair interactions with
effectors, which suggested that it functions as a ‘‘constitu-
tive effector’’ region for an as yet unknown partner.45 Such
an effect was also described for the Rho subfamily, where
the L3 loop is involved in the differential activation of
phospholipase D by RhoA and not Cdc42.46 In addition,
Gln 41 in the b2-strand is the target of the C3 toxin only
when Rho is in the GDP form (reviewed in Aktories47).

The b2-L3-b3 region, in addition to connecting the two
switches, is also flanked by the N- and C-terminus (Fig. 1a).
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Monomeric and heterotrimeric G proteins bear membrane-
interacting acyl groups on either their N-terminus (a
myristate in Arf and Ga) or their C-terminus (an isoprene
in other small G proteins). Thus the L3 loop is on the side
of G proteins that probably faces the membrane, a location
favorable for relaying information from the membrane to

the site of the nucleotide. We surmise that the L3 loop
could play such a role in two cases. One is the case of Rab
and Rho proteins, which bind GDIs through their isoprenyl-
ated C-terminus. The interaction results in the inhibition
of GDP release on the other side of the protein. This effect
may reasonably be attributed to an interaction of GDI with
the b2-L3-b3 region, which in turn may stabilize the
binding of the GDP nucleotide. The second case is the
activation of heterotrimeric G proteins by membrane
receptors. The b2-L3-b3 region of Ga is close to its
C-terminus, which interacts with the receptor, and to its
N-terminal helix, which interacts with the membrane and
with Gb. Bourne and co-workers hypothesized recently
that the b-subunits may serve as a relay for the GEF
signal induced by the activated receptor.48 We suggest that
the b2-L3-b3 region of Ga may act in concert by sensing
the signal through the N- and/or C-terminus and relaying

Fig. 3. The flexibility of switch II correlates with its solvent accessibility
in the crystal. The flexibility is expressed as (Bresidue2Baverage)/Baverage; the
accessibility is the ratio of the accessible surface area in the crystal to this
area in the absence of crystal contacts. Hatched bars indicate disordered
residues.

TABLE II. Structural Plasticity at the Switch I and
Switch I in Small G Proteins Structures†

Protein
Switch

I
Switch

II

Buried
surface
area (Å) PDB

Ras.GDP 1 2 4Q21
Ras.GDPNP 11 1 5P21
Ras.GDP.AlF3-RasGAP 1 11 3145 1WQ1
Ras-SOS 2 11 3600 1BKD*
Ras.GDPNP-RalGDS 11 11 1150 1LFD°
Rap2A.GDP 1 2 1KAO
Rap2A.GTP 11 1 3RAP
Rap1A.GDPNP-

RafRBD 11 11 1175 1GUA

Arf.GDP 11 2 1RRG
Arf.GDPNP 11 11 *
Arf-Gea2 2 11 2680 *

RhoA.GDP 11 2 1FTN
RhoA.GTPgS 11 11 1A2B
RhoA.GDP.AlF4

2-
RhoGAP 2 11 2280 1TX4

CDC42.GDP.AlF4
2-

CDC42GAP 11 11 2259 1GRN
CDC42.GDPNP-

RhoGAP 2 11 1807 1AM4
Rac.GDPNP 2 11 1MH1

Ran.GDP 11 1 1BYU
Ran.GDP-NTF2 11 11 1640 1A2K
Ran.GTP-RanBD1 11 1 5640 1RRP

Rab3.GTP 11 1 3RAB
Rab3.GTP-Rabphilin 1 1 2800 1ZBD
†The stabilization increases from 2 (disordered, as the switch II in
Rap2-GDP), 1 (partially ordered as the switch I in Rap2-GDP), 11

(fully ordered, as the switch II in Ras-SOS). The degree of stabilization
is approximated by comparing the B factors in the switch regions I and
II relative to the average B factors for each structure and/or by
residues missing in the electron density and/or by the corresponding
publications. The definition of the switch regions corresponds to the
largest conformational changes (for instance in the presence of GEFs)
rather than the difference between the GDP and GTP states. °: Entries
not yet accessible in the PDB. *: Coordinates are a gift from their
authors.
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it to the nucleotide site (Fig. 4), a situation that may have
similarities to the structural activation of Arf.43 In both
cases, the involvement of the L3 loop can be tested by
mutagenesis experiments.

Structural Flexibility and the Free Energy of

Activating Small G Proteins

The set of Rap2 structures (Cherfils et al.14; this work)
shows that two disorder-to-order-transitions occur upon
GTP binding: the switch I is fully stabilized while the
switch II is only partially stabilized at the invariant
glycine and at the distal helix 2 region. We know from the
expanding database of G proteins structures, either alone
or in complex with effectors or regulatory proteins, that the
switch I and switch II can undergo further disorder/order
transitions in both directions (Table II). In particular, the
switch I can be further disorganized and the switch II
further stabilized by GAPs or exchange factors. 25,26,43,49 In
addition, different partners can stabilize different switch II
conformations, as in the Ras-GAP and Ras-SOS com-
plexes.25,49 This extends the basic concept that G proteins
have only two conformations: they rather have a complex
free energy landscape, driven in part by the entropic
components of the order/disorder transitions. This situa-

tion is not unprecedented in nucleotide binding regulatory
proteins. For instance, it is well-documented for the activa-
tion of the cell-cycle kinase cdk2 which is incrementally
stabilized by binding the cyclin, then by phosphorylation of
the T-loop while full stabilization is probably achieved only
in the presence of the protein substrate.50

Why do disorder-to-order transitions, which are entropi-
cally disfavored, occur as a general mechanism in regula-
tory proteins? The stabilization of a flexible structure is
probably energetically better suited for multiple recogni-
tion modes, as observed for instance for Ras, than actual
conformational changes. Not surprisingly, protein-protein
interfaces of G proteins with GAPs, exchange factors and
effectors are often unusually large (Table II; Lo Conte et
al.51), thereby contributing a large enthalpic gain that
compensates for the loss in entropy. Important residues in
the process of disorder-to-order transitions are the hinge
residues, which are found typically at the extremities of
the switch regions and are often glycine residues. Small
energetic differences at these hinge residues between
closely related G proteins may be used by effectors and
regulatory proteins to distinguish between them. This
applies in particular to the Rap and Ras subfamilies. Rap
and Ras proteins are closely related in both their switch I

Fig. 4. The b2-Loop3-b3 region in heterotrimeric G proteins. Structure
of the G protein heterotrimer Gia1b1g2

55 highlighting the G domain of Ga

(dark lines) and the b2-Loop3-b3 region (dark grey).The b2-Loop3-b3
region is close to the receptor-interacting C-terminus and membrane-

interacting N-terminus of Ga. The orientation of the G domain of Ga is as
Rap2 in Figure 1b. The probable location of the membrane and receptor is
at the top of the figure.
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and switch II regions, yet exchange factors have now been
identified that are unequally active on the Rap isoforms
and/or distinguish between the Ras and Rap fami-
lies.10,12,13 Among other differences, Rap proteins have a
glycine (Gly 26) at the beginning of switch I (Fig. 1b)
whereas Ras has an asparagine. Hinge motions of the
switch I will in principle be facilitated with Gly as com-
pared to other residues, which may contribute (in addition
to other residues, van den Berghe and Cool52) to the
discrimination of Ras subfamily members by specific ex-
change factors. Indeed, the mutation of Asn 26 to Gly in
Ras affects signal transduction.53 Ras has another glycine
at the end of switch II (Gly 82 in yeast Ras2), which is
critical for its activation by exchange factors54 but does not
contact cdc25-SOS in the Ras-SOS complex.49 These substi-
tutions may yield subtle adjustment of the free energy
barriers between the sub-states, either by restraining the
flexibility of the switch I or switch II or by introducing a
strain at the non-glycine hinge. Substitution of hinge
glycine by other residues, as well as replacement of other
key switch residues by prolines, occur in one or several
isoforms within each subfamily, for instance Gly/Asn at
the end of switch II in Arf isoforms or Glu/Pro at the
beginning of switch II in Rho/Rnd. Such substitutions
should prove a valuable strategy in the laboratory to
design G proteins with altered entropic properties.
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B-Données expérimentales

Nous avons résolu la structure de Rap2A dans un complexe non-catalytique

avec le GTP, par remplacement moléculaire en utilisant comme modèle Rap2A-GTP

(forme hexagonale), à une résolution de 2,2 Å (Cherfils, 1997).

La protéine Rap2A humaine de type sauvage et tronquée de sa région C-

Terminale (168-183) a été exprimée dans E. Coli, et purifiée (voir détails dans

(Cherfils, 1997) en annexe A) par nos collaborateurs Isabelle Auzat et Jean-Renaud

Garel du Laboratoire d'Enzymologie et de Biochimie Structurale du CNRS à Gif-sur-

Yvette.

1-Collecte et traitements des données

Obtention des cristaux. Dans un premier temps, nous avions obtenu des cristaux

de Rap2A en complexe avec le vrai substrat des petites protéines G, le GTP (forme

hexagonale) (voir préparation de la protéine et condition de cristallisation dans

((Cherfils, 1997), en annexe A). Les cristaux bipyramidaux de la forme hexagonale

Rap2A-GTP (fig.16a) se désagrègent environ une semaine après leur cristallisation

(fig.16b), probablement à la suite de l'hydrolyse du GTP dans le cristal. Dans un

second temps, la protéine Rap2A-GTP a cristallisé dans une seconde forme cristalline

(forme monoclinique) (Fig.16c), soit de manière concomitante à la cristallisation de la

forme hexagonale, soit suite à la désagrégation des cristaux bipyramidaux de la

forme hexagonale (fig.16b). Cette nouvelle forme cristalline ne ressemble ni aux

cristaux bipyramidaux de Rap2A-GTP, ni aux cristaux de Rap2A-GDP, et est stable

pendant plusieurs semaines.

Collecte des données cristallographiques. Un jeu de données de diffraction des

rayons X d'un cristal unique de la nouvelle forme cristalline de Rap2A-GTP a été

enregistré, sur la ligne D2AM de l'ESRF à Grenoble en cryogènie (fine baguette de

350x100x30µm3). Le cristal a diffracté jusqu'à une résolution de 2,2 Å. Les données

cristallographiques sont complétes à 97,5 %. Le Rsym (fig.15), qui est un facteur de

la qualité interne des mesures des réflexions équivalentes pour chaque réflexion

unique est faible, indiquant que les intensités du jeu de données cristallographiques

sont bien mesurées (voir table 1 dans l'article 1).



Figure 16 : Cristaux de Rap2A-GTP.

a) Forme cristalline hexagonale (300x 200x200µm3) (Cherfils,97).

b) Forme cristalline hexagonale en cours de désagrégation (gauche) et cristaux de la forme
cristalline monoclinique de Rap2A apparus au début de l'étape de désagrégation de la
forme cristalline hexagonale.

c) Forme cristalline monoclinique de Rap2A (fine baguette de 500x100x30µm3).

c

b

a
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Traitements des données cristallographiques. Le traitement des données a été

fait avec les programmes DENZO et SCALEPACK (Otwinowski, 1993) et a permis de

définir le groupe d'espace du cristal : P21. Les statistiques du traitement des données

sont données dans la table 1 de l'article 1.

A partir du volume de la maille (166659 Å3 ) et du poids moléculaire de Rap2A

(20,6 kDa), il a été estimé que deux molécules de Rap2A sont présentes dans l’unité

asymétrique (Matthews, 1968).

Pour pouvoir déterminer les paramètres de chaque atome de la protéine (les 3

coordonnés spatiales (x,y,z) et le facteur d’agitation thermique), il faut connaître un

nombre beaucoup plus grand de données expérimentales indépendantes (données

connues) que de paramètres (données inconnues). Rap2A est composée par 2658

atomes et le GTP par 66 atomes, on doit déterminer au moins 2x(4x2724)=10896

paramètres (les deux molécules de Rap2A dans l’unité asymétrique sont traitées

distinctement). Le jeu de données que nous avons enregistré est composé de 16388

réflexions indépendantes. Le nombre de données connues (réflexions) est supérieur

au nombre de données inconnues (coordonnées spatiales et facteur d’agitation

thermique), ce qui permettra théoriquement de résoudre la structure.

2-Remplacement moléculaire et affinement de la structure

Remplacement moléculaire. Les données cristallographiques comprises entre 10

et 3,5 Å ont été utilisées pour effectuer le remplacement moléculaire des 2 molécules

de l'unité asymétrique avec le programme AMORE (Navaza, 1994). Les modèles

utilisés pour le remplacement moléculaire sont d'une part Rap2A-GDP et d'autre part

Rap2A-GTP (forme hexagonale) (Cherfils, 1997). En effet, bien que les cristaux de la

nouvelle forme cristalline soient apparus dans des conditions où Rap2A était chargée

en GTP, il semblait probable que le GTP ait été hydrolysé. Tout d'abord, parce que

Rap2A possède une activité GTPasique en solution non négligeable (0,005 min-1)

(Lerosey, 1991), qui lui permet d'hydrolyser le GTP en GDP + phosphate

inorganique. Et aussi, parce que contrairement aux cristaux de la forme hexagonale

de Rap2A-GTP, les cristaux de la nouvelle forme cristalline  sont stables pendant

plusieurs semaines, suggérant que l'hydrolyse du GTP n'a pas lieu dans le cristal



Fobs(hkl): Facteur de structure observé de la réflexion (hkl)
Fcalc(hkl): Facteur de structure calculé de la réflexion (hkl)
k : Coefficient d’échelle
a, b : Coefficients de pondération
I(hkl) : Intensité de la réflexion (hkl)
hklCT : réflexions (hkl) incluses uniquement dans l’ensemble test (T)

Figure 15: formules du Rsym, du facteur R, du facteur Rfree, du facteur de
corrélation et de la densité électronique de type aFo-bFc
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(mais avant la cristallisation). Les solutions du remplacement moléculaire avec d'une

part Rap2A-GDP et d'autre part Rap2A-GTP (forme hexagonale) ont été identifiées

clairement et sont équivalentes. Les statistiques du remplacement moléculaire sont

légérement meilleurs pour Rap2A-GTP (table I dans l'article 1). De plus, les cartes de

densité éléctronique calculées en omettant le nucléotide montrent, pour les deux

molécules de l'unité asymétrique la présence d'un troisième phosphate, indiquant

que le nucléotide lié à Rap2A est du GTP (voir figure 1a dans l'article 1).

Affinement de la structure. L'affinement des structures de Rap2A-GTP a été

effectué en alternant des affinements graphiques et énergétiques. Les deux

molécules de l'unité asymétrique ont été affinées séparément, dans le but de

modéliser des boucles adoptant des conformations différentes. Les affinements

graphiques ont été effectués avec le logiciel TURBO (Roussel). Les affinements

énergétiques ont été effectués dans un premier temps avec le logiciel X-Plor3.851

(Brünger , 1989) en utilisant des méthodes de convergences utilisant le formalisme

des moindres carrés et dans un second temps avec le logiciel X-Plor98 (MSI) en

utilisant des méthodes de convergence utilisant le formalisme des maximum de

vraisemblance. Les cartes de densité électronique sont calculées par la combinaison

pondérée des données expérimentales et des données calculées (fig.15). La

pondération des données permet de s’affranchir le plus possible du biais introduit par

les données calculées du modèle. Les cartes 2Fobs-Fcalc et Fobs-Fcalc ont été calculées

avec les programmes du package CCP4 (Collaborative Computing Project number 4).

Les régions de la protéine qui sont mal modélisées ont été reconstruites en utilisant

des cartes de densité électronique calculées en omettant ces régions du calcul, ce qui

a pour effet de diminuer l’erreur dû au modèle.

Qualité du modèle. Après l'affinement du modèle la qualité de celui-ci est évaluée

par un certain nombre de critères, qui incluent les facteurs R et Rfree, et les écarts

quadratiques moyens par rapport à une stéréochimie idéale (rmsd) des longueurs et

des angles de liaisons. Le facteur R est un indicateur de la qualité de l'accord entre le

module des facteurs de structure expérimentaux (Fobs) et les modules des facteurs
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de structure calculés (Fcalc) du modèle (fig.15). Plus le facteur R est faible, plus

l'exactitude du modèle est juste. Cependant, il a été montré que le facteur R pouvait

atteindre des valeurs basses, correspondant à un affinement biaisé au cours de

l'affinement du modèle. Brünger suggèra d'améliorer ce problème en introduisant le

calcul d'un facteur R libre (Rfree) (Brünger, 1992). Le calcul du facteur Rfree consiste

à diviser les réflexions uniques du jeu de donnée en deux ensembles : un ensemble

Test (T) et un ensemble travail (W).  L’ensemble test (T) est une sélection aléatoire

de 5 à 10 % des réflexions uniques du jeu de données, l’ensemble travail (W)

comprendra le reste des réflexions uniques. L'affinement énergétique du modèle sera

effectué avec les réflexions de l’ensemble travail (W) seules, en omettant les

réflexions de l’ensemble test (T). Le facteur Rfree sera calculé avec les réflexions de

l’ensemble test (T) seulement. L'intérêt de calculer ce facteur est que si le modèle

structural est réellement amélioré au cours de l'affinement alors le facteur R et le

facteur Rfree diminueront tous les deux. Si le facteur R diminue seul, comme le

résultat de l'affinement du bruit, le facteur R libre ne diminuera pas mais

augmentera, donnant une indication sur l'exactitude réelle du modèle. Au cours de

l'affinement de la structure de Rap2A-GTP, les facteurs R et Rfree ont diminué de

43,8 et 44,1%, jusqu'à une valeur respectivement de 21,1% et 26,2%. L'écart

quadratique moyen par rapport à une stéréochimie idéale des longueurs et des

angles de liaison est égal respectivement à 0,008Å et 2,065°, indiquant que les deux

structures de l'unité asymétrique de Rap2A-GTP possèdent une bonne stéréochimie.

C-Commentaires post-publication

1-La tyrosine 32

Le nombre grandissant de structures de petites protéines G en complexe avec

du GDP, des analogues du GTP, des protéines régulatrices (GEF, GAP et GDI) et des

effecteurs, nous apporte de nouvelles informations sur le rôle de la tyrosine 32 ou

d'homologues au niveau du site catalytique.

a-Interaction tyrosine 32/phosphate gamma chez les autres petites

protéines G. L'interaction de la tyrosine 32 avec le phosphate gamma du GTP a été
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décrite pour la première fois pour Rap2A-GTP (fig.14) (Cherfils, 1997). Depuis cette

interaction a été retrouvée et décrite pour d'autres petites protéines G. Tout d'abord,

l'interaction tyrosine 32/phosphate gamma a été observée pour un analogue non-

hydrolysable du GTP, dans la structure de RhoAV14-GTPγS (Ihara, 1998). De plus,

cette interaction a été observée pour la majorité des structures de complexe de

petites protéines G avec leur effecteur, comme Ras/RalGDS (Huang, 1998),

RhoA/Pkn (Maesaki, 1999), Ran/RanBP2 (Vetter, 1999b), Ran/Importinβ (Vetter,

1999a), ainsi que Rap1/Raf1RBD, alors qu'elle n'est pas observée pour le même

complexe entre un mutant de Rap1 (E30D-K31E) au niveau du Switch I et Raf1-RBD

((Nassar, 1996) et (Nassar, 1995)). De plus, l'interaction n'est pas observée pour les

structures des formes GDP des petites protéines G. Lorsque la petite protéine G, vide

de nucléotide est en complexe avec sa GEF (Switch I est repoussé par la GEF en

dehors du site nucléotidique), la tyrosine 32 n'est plus dans le site nucléotidique. Ces

observations confirment le fait que cette interaction est générale et non particulière à

la protéine Rap2A.

b-Les petites protéines G qui ne possèdent pas de tyrosine 32. Alors que les

protéines des familles RAS, RAN et RHO possèdent toutes une tyrosine au niveau du

Switch I, les protéines de la famille RAB ne possèdent pas toutes une tyrosine 32 (ou

équivalent). En effet, Rab3A, par exemple possède une phénylalanine (F51)

équivalente en séquence à la tyrosine 32, celle-ci ne peut comme la tyrosine 32,

interagir avec le phosphate gamma du nucléotide. La structure de Rab3A-GDPNHP

(Dumas, 1999) a permis de comprendre comment Rab3A supplée à ce manque. En

effet, 2 sérines, l'une au niveau de la P-loop (S31), l'autre au niveau du Switch I

(S53) sont en interaction avec le phosphate gamma du nucléotide, ces interactions

s'ajoutent aux interactions classiques sans les modifier (Dumas, 1999). De plus, la

phénylalanine 51 est structuralement positionnée au même endroit que la tyrosine

32 suggérant que l'encombrement stérique généré par la tyrosine 32 dans le site

nucléotidique, est reproduit par la phénylalanine (fig.2a de l'article 1). Par contre, la

structure de Ypt51-GDPNHP, montre que la lysine 36, équivalente en séquence à la

tyrosine 32 n'interagit pas avec le phosphate gamma et que aucun autre résidu du

site nucléotidique ne semble jouer le rôle de la tyrosine 32 (Esters, 2000). De plus, la
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lysine 36 de Ypt51 est substituée par une arginine chez Ypt52 (R86), il a été proposé

que la présence de cette arginine au niveau du phosphate gamma du nucléotide joue

le rôle de "l'arginine finger" d'une GAP, ceci pouvant expliquer la différence d'activité

GTPasique intrinsèque de Ypt52 (0,086min-1 à 30°C) par rapport à Ypt51 (0,005min-1

à 30°C) (Esters, 2000). Les protéines de la famille ARF ne possèdent pas une

tyrosine équivalente en séquence à la tyrosine 32, mais une thréonine, trop petite

pour atteindre le phosphate gamma (Goldberg, 1998). De plus, les structures de

Arf1∆17-GDPNHP (Goldberg, 1998) et Arf6-GTPγS (en cours de rédaction) montrent

qu'aucun autre résidu de substitution n'interagit avec le phosphate gamma du

nucléotide. Les protéines Rin et Rit qui appartiennent à la famille de RAS, chez qui la

tyrosine 32 est conservée, possèdent une histidine à la place de la tyrosine 32. Il

serait intéressant de savoir comment se comporte cette histidine dans la structure de

Rin-GTP et Rit-GTP.

c-Compétition entre la tyrosine 32 et "l'arginine finger" des GAP. La tyrosine

32 est en compétition avec "l'arginine finger" de RasGAP, de RhoGAP et de

CDC42GAP pour l'interaction avec le phosphate gamma. En effet, les structures Ras-

GDP-AlF4/RasGAP (Scheffzek, 1997), RhoA-GDP-AlF4/RhoGAP (Rittinger, 1997b) et

CDC42-GDP-AlF3/CDC42GAP (Nassar, 1998) montrent que "l'arginine finger" de la

GAP poussent la tyrosine vers l'extérieur du site nucléotidique, ce qui permet à son

groupement guanidium de prendre la place du groupement hydroxyle de la tyrosine

32, et ainsi d'interagir avec le nucléotide (fig.2b de l'article 1). L'arginine des GAP

interagit simultanément avec le phosphate gamma, le phosphate beta, l'oxygène

reliant ces deux derniers phosphates (Pβ-O-Pγ) et le groupe NH du résidu x3 du motif

PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] (glycine 13 chez Ras). La présence de "l'arginine finger" est

nécessaire pour l'expulsion de la tyrosine 32 du site nucléotidique. En effet, les

structures cdc42-GDP-AlF3/cdc42GAP et cdc42(R305A)-GDP-AlF3/cdc42GAP (Nassar,

1998), l'une avec "l'arginine finger" et l'autre sans montrent que sans "l'arginine

finger", la tyrosine 32 conserve sa position en interaction avec le fluorure

d’aluminium (équivalent du phosphate gamma, dans cette structure).
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d-Rôle de la tyrosine 32. Le rôle de la tyrosine 32 n'est pas encore clairement

établi. Nous excluons qu'elle puisse contribuer à l'hydrolyse intrinsèque de la petite

protéine G : en effet notre structure, Rap2A-GTP montre clairement qu'aucune

hydrolyse n'a eu lieu dans le cristal alors que l'interaction entre la tyrosine 32 et le

phosphate gamma est présente. De plus, il semble peu probable que l'interaction

entre la tyrosine 32 et le phosphate gamma contribue à la configuration et/ou à la

stabilisation du Switch I. En effet, les Switch I des structures Rap2A-GTP et Rap2A-

GTPγS, la première avec l'interaction et la seconde sans l’interaction partagent la

même configuration. Il semble plus probable que la tyrosine 32 joue un rôle au

niveau de la régulation négative (temporisation) de l'hydrolyse intrinsèque des

petites protéines G.  En effet, la position de la tyrosine 32 au niveau du phosphate

gamma du nucléotide gène de façon stérique la glutamine (ou la thréonine dans le

cas des protéines Rap) catalytique du motif PM3 [DTAGQ] qui ne peut plus se

positionner pour l'hydrolyse du GTP. De la même manière, la sérine 53 de Rab3A-

GDPNHP gènerait de façon stérique le retour de la glutamine 81 vers le phosphate

gamma. De plus, la tyrosine 32 interagit avec le même oxygène du phosphate

gamma que la molécule d'eau nucléophile ce qui peut avoir pour effet de changer les

propriétés nucléophiles de la molécule d'eau. De plus, d’une façon générale la

tyrosine 32 interagit aussi avec le groupement NH de la chaîne principale du résidu

x3 du motif PM1 [Gx1x2x3x4GK(S/T)] qui a pour rôle de stabiliser le nucléotide via une

interaction avec l'oxygène reliant le phosphate beta et le phosphate gamma, la

première interaction peut modifier l'importance de la seconde. Il a été montré que la

mutation de la sérine 31 de Rab3A a pour effet d'augmenter la GTPase intrinsèque

de Rab3A, suggérant pour ce résidu un rôle stabilisateur de la forme GTP (Brondyk,

1993).

La tyrosine 32 semble être un site de reconnaissance pour différents

partenaires cellulaires, lorsque celle-ci n'est pas en interaction avec le phophate

gamma du nucléotide mais dirigée vers l'extérieur de la protéine. En effet, chez

cdc42 la mutation Y32K montre que la tyrosine est critique pour l'interaction avec la

GEF (Li et Zheng, 1997). De plus, la récente structure de CDC42-GDP/RhoGDI1



Proteines Switch I        Switch II             PDB

Ras-GDP      +         -  4Q21
Ras-GDPNP     ++       +  5P21
Ras-GDP.AlF3/RasGAP      +         + +           1WQ1

Ras-ø/SOS       -     + + 1BKD
Ras-GDPNP/RalGDS     ++     + +      1LFD

Rap2A-GDP      +       - 1KAO
Rap2A-GTP     ++      + 3RAP

Rap1A-GDPNP/RafRBD     ++     + +      1GUA

Arf1-GDP     ++       - 1RRG
Arf1-GDPNP     ++    + + *

Arf1-ø/Gea2       -     + +      *
Arf1-GDP/Arf1GAP     ++ + + *

Arf6-GDP     ++                   + + 1E0S
Arf6-GTPγS     ++ + + *

RhoA.GDP     ++          - 1FTN
RhoA.GTPγS     ++    + + 1A2B
RhoA.GDP.AlF4

-/RhoGAP       -     + +       1TX4
RhoA-GTPγS/Pkn     ++ + + 1CXZ

CDC42-GDP     ++ + + 1AN0
CDC42.GDP.AlF4

-/CDC42GAP     ++ + +       1GRN
CDC42.GDPNP/RhoGAP       - + +       1AM4
CDC42-GDP/RhoGDI1     ++ + + 1DOA
CDC42-GDPNP/PAK-1     ++  + 1EOA
CDC42-GDPNP/Ack     ++  + 1CF4

Rac1.GDPNP       -     + + 1MH1
Rac2-GDP/LyGDI     ++ + + 1DS6

Ran.GDP     ++      + 1BYU
Ran.GDP/NTF2     ++   + +       1A2K
Ran.GDPNP/RanBD1     ++       +       1RRP
Ran-GDPNP/Importinβ                 ++                    + + 1IBR
Ran-GDPNP/Karyopherin-β2     ++  + 1QBK

Rab3A-GDPNP     ++      + 3RAB
Rab3A-GTP/Rabphilin3      +      +       1ZBD
Rab6-GDP      +  + 1D5C
Ypt51-GDPNP     ++    + + 1EK0

Tableau II: Flexibilité des switch I et II des petites protéines G. La flexibilté des switch
I et II des petites protéines G a été établie à partir des structures connues de petites protéines G
en comparant les facteurs d'agitations thermiques des switch I et II par rapport au facteur
d'agitation thermique moyen de la structure et/ou par la mauvaise définition de la densité
électronique reportée dans la publication. La flexibilité des switch va de désordonnée (-), à
ordonnée (++), en passant par partiellemnt ordonnée (+). Les coordonnées sont un don de leur
auteur (*). La petite protéine G est vide de nucléotide (ø).
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(Hoffman, 2000) montre que la tyrosine est impliquée via une molécule d'eau dans

l'interface avec RhoGDI1.

2-Flexibilité des régions Switch I et II

Précédemment nous avions décrit la transition GDP/GTP de Rap2A comme

étant essentiellement une transition désordre/ordre (Cherfils, 1997). Cependant, il

n'a pas été possible à partir de cette structure seule, d'éliminer l'influence d'un

contact cristallin au niveau du Switch II de Rap2A-GTP. Dans la nouvelle forme

cristalline de Rap2A-GTP, nous observons que la stabilisation du Switch II est

incomplète et limitée à la glycine 60 et dans une moindre mesure à la thréonine 61

(fig.3 de l'article 1).  En conclusion, toutes les structures de Rap2A résolues au

laboratoire montrent que deux transitions désordre/ordre au cours du cycle structural

GDP/GTP de Rap2A ont lieu : le Switch I est complètement stabilisé et le Switch II

partiellement stabilisé suite à la fixation du GTP.

Nous avions précédemment reporté la flexibilité des Switch I et II des

structures de petites protéines G seules ou en complexe (table II dans l'article 1). Ce

tableau a été actualisé au vue des dernières structures de petites protéines G seules

ou en complexe résolue (tab.II).

Le Switch I de la forme GDP est en général partiellement ordonné, alors que

le Switch II peut être ordonné ou désordonné selon la protéine. La présence du GTP,

conduit le Switch I à s'ordonner (sauf Rac1-GDPNHP) et le Switch II est partiellement

ordonné. Deux structures de petites protéines G vide de nucléotide en complexe avec

leur GEF sont connues (Ras-SOS et Arf1∆17-Gea2), dans les deux cas le Switch I est

partiellement ordonné et le Switch II ordonné. La connaissance de deux structures

est insuffisante pour généraliser l'état de la flexibilité des Switch I et II dans le cas

des petites protéines G en complexe avec leur GEF. Les structures de petites

protéines G en complexe avec leur GAP montrent que le Switch I peut être ordonné

et désordonné selon la protéine, alors que le Switch II est de façon générale

ordonné. Les structures de petites protéines G en complexe avec leurs effecteurs

montrent que le Switch I est ordonné et le Switch II plutôt partiellement ordonné.
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Ces observations permettent pour le moment d’observer une tendance

générale de l’organisation des Switch I et II selon la forme de la petite protéine G.

Cependant, on observe certaines exceptions qui semblent indiquer que l’état de

désordre/ordre des Switch puisse être aussi un moyen de distinction entres les

petites protéines G.



Chapitre 2

L'étude structurale de la petite

protéine G Arf6 en complexe avec du

GDP suggère une base structurale

pour la spécificité des facteurs

d'échange
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Chapitre 2: L'Etude structurale de la protéine Arf6 en

complexe avec du GDP suggère une base structurale

pour la spécificité des facteurs d'échange GDP/GTP

L’étude des protéines Arf est un projet qui a débuté au laboratoire en 1996 en

collaboration avec l’équipe de Marc Chabre de l’Institut de Pharmacologie Moléculaire

et Cellulaire du CNRS. Dans le cadre de cette collaboration, nous nous sommes

intéressés au cycle structural GDP/GTP de Arf6.

Le cycle structural GDP/GTP de Arf1 isoforme de Arf6 (84% de similarité de

séquence) est déjà connu. Alors pourquoi étudier le cycle structural de Arf6 ? Parce

que malgré leur très forte similarité de séquence Arf1 et Arf6 divergent sur différents

aspects : alors que, Arf1 a été identifiée au niveau de l'appareil de Golgi, Arf6 a été

identifiée au niveau de la membrane plasmique et des endosomes. Alors que, Arf1

alterne entre une forme cytosolique et une forme associée à la membrane, Arf6 est

principalement retrouvée associée à la membrane. Alors que in vitro, Arf1 échange

son nucléotide uniquement en présence de lipide, Arf6 peut le faire sans la présence

de lipide. De plus, bien que Arf1 et Arf6 fonctionnent toutes les deux comme des

régulateurs du transport vésiculaire, elles semblent le faire de manière distincte.

Toutes ces observations, nous ont amené à nous demander sur quelles bases

structurales ces différences pouvaient être générées.

J'ai résolu la structure de Arf6 en complexe avec le GDP par remplacement

moléculaire, à une résolution de 2,2 Å. Ce travail a fait l'objet d'une publication dans

Nature Structural Biology, qui sera présentée dans ce chapitre. Par la suite, j'ai

cristallisé Arf6 en complexe avec du GTPγS (voir Annexe D), ce qui a permis de

résoudre la structure de Arf6-GTPγS et d'étudier le cycle structural GDP/GTP de Arf6

(Pasqualato, en cours de rédaction).

L'étude structurale de Arf6 en complexe avec du GDP a permis de mettre en

évidence que deux protéines très proches en séquence pouvaient adopter des

conformations assez différentes pour être distinguées l'une de l'autre par différents



64

partenaires. Les principaux partenaires des formes GDP des petites protéines G sont

leurs facteurs d'échange (GEF). La structure de Arf6-GDP suggère une base

structurale pour la spécificité des facteurs d'échange. De plus, cette étude a montré

qu'une différence de séquence entre Arf6 et Arf1 (respectivement Ser38 et Ile42) en

dehors du site nucléotidique est responsable de l'élimination d'une interaction au

niveau du site nucléotidique. Cette observation a permis à nos collaborateurs

d'étudier par mutagenèse dirigée basée sur la structure le rôle de ce résidu, et de

montrer qu'il est responsable de la différence d'affinité de Arf1 et de Arf6 pour le

GDP.

Ce chapitre est introduit par une description générale des différentes sous-

familles de la famille ARF ; ainsi qu'une description plus détaillée des protéines Arf1

d'une part et Arf6 d'autre part. Ces généralités sont présentées dans le but de mettre

en évidence les différences observées entre des protéines proches (elles partagent

60 à 98 % de similarité de séquence). L'étude structurale de Arf6 en complexe avec

du GDP sera présentée dans la seconde partie de ce chapitre. L'analyse complète de

la structure est présentée dans l'article "Structure of Arf6-GDP suggests a basis for

guanine nucleotide exchange factors specificity" de Julie Ménétrey et coll., et sera

introduite par la présentation des points forts de cette étude. Certains résultats de

l'étude structurale qui n'ont pas été mentionnés dans l'article seront présentés et

discutés.



    1               10              20               30                           40               50                      60               70               80

Arf1_Humain   ------MGNIFANLFKGLFGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYK--------LKLGEIVTTIPTIGFNVETVEY-----KNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHY
Arf2_Souris   ------MGNVFEKLFKSLFGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYK--------LKLGEIVTTIPTIGFNVETVEY-----KNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHY
Arf3_Humain   ------MGNIFGNLLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYK--------LKLGEIVTTIPTIGFNVETVEY-----KNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHY
Arf4_Humain   ------MGLTISSLFSRLFGKKQMRILMVGLDAAGKTTILYK--------LKLGEIVTTIPTIGFNVETVEY-----KNICFTVWDVGGQDRIRPLWKHY
Arf5_Humain   ------MGLTVSALFSRIFGKKQMRILMVGLDAAGKTTILYK--------LKLGEIVTTIPTIGFNVETVEY-----KNICFTVWDVGGQDKIRPLWRHY
Arf6_Humain   ------MGKVLSKIFG----NKEMRILMLGLDAAGKTTILYK--------LKLGQSVTTIPTVGFNVETVTY-----KNVKFNVWDVGGQDKIRPLWRHY

Arl1_Humain   ------MGGFFSSIFSSLFGTREMRILILGLDGAGKTTILYR--------LQVGEVVTTIPTIGFNVETVTY-----KNLKFQVWDLGGQTSIRPYWRCY
Arl2_Humain   -------MGLLTILKKMKQKERELRLLMLGLDNAGKTTILKK--------FNGEDIDTISPTLGFNIKTLEH-----RGFKLNIWDVGGQKSLRSYWRNY
Arl3_Humain   ------MGLLSILRKLKSAPDQEVRILLLGLDNAGKTTLLKQ--------LASEDISHITPTQGFNIKSVQS-----QGFKLNVWDIGGQRKIRPYWKNY
Arl5_Rat      -------MGILFTRIWRLFNHQEHKVIIVGLDNAGKTTILYQ--------FSMNEVVHTSPTIGSNVEEIVV-----NNTRFLMWDIGGQESLRSSWNTY
Arl4_Humain   ---MGNGLSDQTSILSNLPSFQSFHIVILGLDCAGKTTVLYR--------LQFNEFVNTVPTKGFNTEKIKVTLGNSKTVTFHFWDVGGQEKLRPLWKSY
Arl6_Humain   --MGNHLTEMAPTASSFLPHFQALHVVVIGLDSAGKTSLLYR--------LKFKEFVQSVPTKGFNTEKIRVPLGGSRGITFQVWDVGGQEKLRPLWRSY
Arl7_Humain   ----------MGNISSNISAFQSLHIVMLGLDSAGKTTVLYR--------LKFNEFVNTVPTIGFNTEKIKLSNGTAKGISCHFWDVGGQEKLRPLWKSY

ARD1_Humain   XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXEIRVVTLGLDGAGKTTILFK--------LKQDEFMQPIPTIGFNVETVEY-----KNLKFTIWDVGGKHKLRPLWKHY

sar1_levure   MAGWDIFGWFRDVLASLGLWNKHGKLLFLGLDNAGKTTLLHM--------LKNDRLATLQPTWHPTSEELAI-----GNIKFTTFDLGGHIQARRLWKDY

ARP_Humain    ------MYTLLSGLYKYMFQKDEYCILILGLDNAGKTTFLEQSKTRFNKNYKGMSLSKITTTVGLNIGTVDV-----GKARLMFWDLGGQEELQSLWDKY
                PM1                G1    PM2             PM3

                                    90              100              110              120             130              140                         150              160             170

Arf1_Humain   FQNTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSL-------RHRNWYIQATCATSGDGLYEGLDWLS
Arf2_Souris   FQNTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELTRMLAEDELRDAVLLVFVNKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSL-------RQRNWYIQATCATSGDGLYEGLDWLS
Arf3_Humain   FQNTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSL-------RHRNWYIQATCATSGDGLYEGLDWLA
Arf4_Humain   FQNTQGLIFVVDSNDRERIQEVADELQKMLLVDELRDAVLLLFANKQDLPNAMAISEMTDKLGLQSL-------RNRTWYVQATCATQGTGLYEGLDWLS
Arf5_Humain   FQNTQGLIFVVDSNDRERVQESADELQKMLQEDELRDAVLLVFANKQDMPNAMPVSELTDKLGLQHL-------RSRTWYVQATCATQGTGLYDGLDWLS
Arf6_Humain   YTGTQGLIFVVDCADRDRIDEARQELHRIINDREMRDAIILIFANKQDLPDAMKPHEIQEKLGLTRI-------RDRNWYVQPSCATSGDGLYEGLTWLT

Arl1_Humain   YSNTDAVIYVVDSCDRDRIGISKSELVAMLEEEELRKAILVVFANKQDMEQAMTSSEMANSLGLPAL-------KDRKWQIFKTSATKGTGLDEAMEWLV
Arl2_Humain   FESTDGLIWVVDSADRQRMQDCQRELQSLLVEERLAGATLLIFANKQDLPGALSSNAIREALELDSI-------RSHHWCIQGCSAVTGENLLPGIDWLL
Arl3_Humain   FENTDILIYVIDSADRKRFEETGQELAELLEEEKLSCVPVLIFANKQDLLTAAPASEIAEGLNLHTI-------RDRVWQIQSCSALTGEGVQDGMNWVC
Arl5_Rat      YTNTEFVIVVVDSTDRERISVTREELYKMLAHEDLRKAGLLIFANKQDVKECMTVAEISQFLKLTSI-------KDHQWHIQACCALTGEGLCQGLEWMM
Arl4_Humain   TRCTDGIVFVVDSVDVERMEEAKTELHKITRISENQGVPVLIVANKQDLRNSLSLSEIEKLLAMGEL------SSSTPWHLQPTCAIIGDGLKEGLEKLH
Arl6_Humain   NRRTDGLVFVVDAAEAERLEEAKVELHRISRASDNQGVPVLVLANKQDQPGALSAAEVEKRLAVREL------AAATLTHVQGCSAVDGLGLQQGLERLY
Arl7_Humain   SRCTDGIIYVVDSVDVDRLEEAKTELHKVTKFAENQGTPLLVIANKQDLPKSLPVAEIEKQLALHEL------IPATTYHVQPACAIIGEGLTEGMDKLY

ARD1_Humain   YLNTQAVVFVVDSSHRDRISEAHSELAKLLTEKELRDALLLIFANKQDVAGALSVEEITELLSLHKL------CCGRSWYIQGCDARSGMGLYEGLDWLS

sar1_levure   FPEVNGIVFLVDAADPERFDEARVELDALFNIAELKDVPFVILGNKIDAPNAVSEAELRSALGLLNTTGSQRIEGQRPVEVFMCSVVMRNGYLEAFQWLS

ARP_Humain    YAECHGVIYVIDSTDEERLAESKQAFEKVVTSEALCGVPVLVLANKQDVETCLSIPDIKTAFSDCTS-----KIGRRDCLTQACSALTGKGVREGIEWMV
                        G2                 G3
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ββββ2L2
E

Interswitch



 Identité/similarité
      de séquence

                              180

Arf1_Humain   NQLRNQK----------  100/100%
Arf2_Souris   NQLKNQK---------- 96,6/97,8%
Arf3_Humain   NQLKNKK----------    96,1/98,9%
Arf4_Humain   NELSKR-----------    80,1/91,0%      100/100%     63,3/80,5%
Arf5_Humain   HELSKR-----------    80,1/89,5%    90,0/96,7%    63,3/82,7%
Arf6_Humain   SNYKS------------    66,8/83,9% 100/100%

Arl1_Humain   ETLKSRQ---------- 57,0/79,0%
Arl2_Humain   DDISSRIFTAD------ 44,5/69,2%
Arl3_Humain   KNVNAKKK--------- 42,9/70,6%
Arl5_Rat      SRLKIR----------- 48,0/74,0%
Arl4_Humain   DMIIKRRKMLRQQKKKR 41,5/64,0%  100/100%
Arl6_Humain   EMILKRKKAARGGKKRR 37,8/62,6%      59,7/82,1%
Arl7_Humain   EMILKRRKSLKQKKKR- 43,4/66,9%      67,5/87,0%

ARD1_Humain   RQLVAAGVLDVA----- 54,5/68,4%

sar1_levure   QYI-------------- 33,3/54,3%

ARP_Humain    KCVVRNVHRPPRQRDIT 28,9/56,2%

Figure 17 : Alignement de séquences des protéines ARF et pourcentage d'identité et de similarité de séquence entre elles.
L'alignement de séquences de ces protéines a été fait avec le programme CLUSTALW. Les régions N-terminales et C-terminales n'ont pas été
alignées et les résidus de ces régions sont représentés en clair. Les régions N-terminale et C-terminale de Arf1 et de Arf6 ont été alignées ente
elles. Le domaine G de la protéine ARD1 est présenté seul, son domaine GAP a été éliminé de l'alignement de séquence, les résidus X de la
séquence de ARD1 représentent les résidus C-Terminaux du domaine GAP. La numérotation de Arf1 est présentée juste au dessus de sa
séquence. La structure secondaire de Arf1-GDP est représentée par des traits bleus qui représentent les brins β et des traits jaunes qui

représentent les hélices α. Les résidus en rouge resprésentent les résidus conservés, les résidus en rose représentent les résidus conservés à 1

ou 2 résidus prés. Les motifs caractéristiques sont surlignés en gris foncé. Le motif G1 [F] qui n’existe pas chez les protéines ARF est surligné
en gris clair à titre indicatif. Les tirets surlignés en jaune sont des délétions de la séquence par rapport aux autres séquences. Les résidus
surlignés en vert sont des insertions de la séquence par rapport aux autres séquences. Les résidus surlignés en indigo représentent les glycine
en position 2 qui sont des motifs potentiels de myristylation. Les résidus en bleu représentent les motifs polybasiques capables d’interagir avex
la membrane. Les pourcentages d'identités et de similarités de séquence sont indiqués à la fin de l'alignement de séquence, ceux-ci sont
présentés en colonne et/ou encadré, ils ont été calculés par rapport à la protéine pour qui l'identité/similarité de séquence est indiquée en
rouge et est égale à 100/100 %.

100/100%
40,0/67,0%
43,5/69,0%
49,0/71,8%
37,0/57,0%
31,0/55,0%
37,0/57,0%
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I-Généralités

La première partie de ce paragraphe présente d'une manière générale les

différences observées entre les sous-familles de la famille ARF. La famille des

protéines ARF est constituée par les sous-familles Arf, Arl, la protéine ARD1, la

protéine Sar1 et la protéine ARP. Un alignement de séquences des protéines de la

famille ARF est présenté figure 17, celui-ci met en évidence les différences de

séquences entre ces protéines, ainsi que l'identité et la similarité de séquence

qu'elles partagent. La seconde partie de ce paragraphe porte sur la sous-famille Arf,

à laquelle appartient Arf6. Parce que la structure de Arf6-GDP suggère une base

structurale pour la spécificité des facteurs d'échange, la description des protéines

régulatrices des protéines Arf seront présentées. De plus, les propriétés moléculaires

et cellulaires de Arf1, paradigme de la famille Arf et de Arf6 seront présentées de

façon plus détaillée, permettant ainsi de mettre en évidence leurs différences.

A-La famille des protéines ARF

La famille des protéines ARF possède seulement 5 motifs caractéristiques,

contrairement aux autres familles de petites protéines G. Les motifs PM1

[GLDxAGKT], PM2 [T], PM3 [DxGG(Q/x)], G2 [NK(Q/x)D] et G3 [(C/S)A(T/x)] sont

conservés chez les protéines ARF, par contre le motif G1 [F] n'est pas conservé

(fig.17). Les protéines ARF ont en commun un certain nombre de résidu comme la

leucine 34, la tyrosine 81, l’aspartate 93, l’arginine 99 et le tryptophane 78

(numérotation de Arf1) qui ne sont pas conservés chez les autres familles de petites

protéines G (fig.4 et fig.17). Une autre caractéristique des protéines ARF par rapport

aux autres familles de petites protéines G est la présence d’une extension N-

Terminale plus ou moins longue. Contrairement aux autres familles des petites

protéines G (sauf la famille RAN), les protéines ARF ne possèdent pas de motif de

prénylation en C-Terminus permettant la modification de celles-ci, mais un motif

potentiel de myristoylation en N-Terminus. Ces caractéristiques permettent aux

protéines de la famille ARF d'être distinguées des autres familles de petites protéines

G. De plus, les régions N-Terminales de ces protéines sont divergentes en séquence

et en longueur. Certaines protéines ARF possèdent des insertions et/ou des délétions
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de séquence les unes par rapport aux autres. Ces différences suggèrent que les

protéines de la famille ARF sont aussi distinguables les unes des autres.

1-La sous-famille Arf

Les protéines de la sous-famille Arf ont été les premières protéines de la

famille ARF à être identifiées. Elles sont les plus étudiées et servent de modèle pour

la famille des protéines ARF.

Découverte des protéines Arf. La toxine du Choléra est le produit de sécrétion de

Vibrio cholerae, responsable en grande partie des fortes diarrhées caractéristiques

des symptômes du choléra. La sous-unité A de la toxine du choléra (CT-A) est une

ADP-ribosyltransférase, qui a pour principal substrat cellulaire la sous-unité α de la

protéine G hétérotrimérique Gs (protéine G stimulatrice de l’adenylate cyclase). En

1984, Kahn et Gilman montrent qu’un co-facteur d’environ 20 kDa stimule l’ADP-

ribosylation de Gsα par CT-A en présence de GTP. Cette activité sera appelée

''activité ARF'' (Kahn et Gilman, 1984), le co-facteur a été nommé ADP-Ribosylation

Factor (ARF) (pour revue voir (Tsuchiya, 1991)).

Les protéines Arf forment une sous-famille de 6 isoformes chez les

mammifères ; elles sont regroupées en 3 classes selon leur taille et leur homologie

de séquence (Tsuchiya, 1991). Arf1, Arf2 et Arf3 composent la classe I, Arf4 et Arf5

la classe II, et Arf6 seule la classe III. Chez l’Homme seulement 5 protéines Arf ont

été identifiées : Arf2 identifiée dans les tissus bovins, de rat et de souris, n’a pas été

retrouvée (si elle existe) chez d’autres mammifères (Tsuchiya, 1991). De plus,

seulement 3 protéines Arf ont été identifiées chez la levure : Arf1 et Arf2, qui sont

homologues aux protéines Arf de la classe I. Alors que, Arf3 qui possède environ

55 % d’identité de séquence avec toutes les autres protéines Arf de mammifère et

de levure représenterait une nouvelle classe. Les protéines Arf existent chez toutes

les cellules eucaryotes (homme, souris, rat, vache, grenouille, mouche à fruit, levure,

Arabidopsis), mais pas dans le génome de E. Coli (Kahn, 1988). Elles représentent

entre 0.03 et 0.1 % de la totalité des protéines des cellules eucaryotes. Dans certains

tissus comme ceux du cerveau ou des ovaires, elles abondent jusqu'à 1 % de la
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totalité des protéines. Les protéines Arf sont localisées principalement au niveau de

l’appareil de Golgi (Classe I et II), des compartiments endosomaux et de la

membrane plasmique (Classe III). De plus, il est maintenant clairement établi que

Arf1 alterne entre une localisation cytosolique et une localisation associée à la

membrane (voir paragraphe I-C-1 et I-D-1). Il a été montré que Arf1 et Arf2 de

levure sont fonctionnellement redondantes et sont impliquées dans la sécrétion et la

voie d’endocytose (Stearns, 1990a).  Chacune des protéines Arf de mammifère

restaure les phénotypes induits par la délétion des deux Arf de levure (Kahn, 1991),

suggérant qu'elles soient aussi impliquées dans les transports vésiculaires. De plus, il

a été montré que les protéines Arf activent l'activité PLD ((Cockcroft, 1994), (Brown,

1993), (Ktistakis, 1995) et (Massenburg, 1994)). La PLD (phospholipase D) hydrolyse

la phosphatidylcholine (PC) en acide phosphatidique (PA) et choline. Le lien entre ces

deux fonctions s il y en a un n'est pas encore clair. Les protéines Arf possèdent une

affinité pour les nucléotides de l'ordre du nM et une activité GTPasique trop faible

pour être mesurée (<0.0015mn-1) (Kahn et Gilman, 1986).

L'alignement de séquences des protéines de la sous-famille Arf (fig.17) montre

que la séquence de leurs motifs caractéristiques sont identiques et que celles de

leurs régions Switch I et II sont fortement similaires, alors que les séquences de

leurs régions N-Terminale et C-Terminale sont divergentes. Les protéines Arf

possèdent une extension de 13 (Arf6) à 17 (Arf1) résidus en N-Terminus, qui est

myristoylée (fig.7) au niveau de la glycine en position 2 (fig.17) (Kahn, 88).

2- La sous-famille Arl

Les protéines Arl (Arf-like) représentent une sous-famille de 7 isoformes. Les

protéines Arl possèdent des motifs caractéristiques fortement similaires en séquence

mais pas identiques, comme c’est le cas pour les protéines Arf. Ces protéines

possèdent entre 63 et 67 % de similarité de séquence avec les protéines Arf. Les

protéines Arl possèdent un motif de myristylation en N-Terminus (fig.17), mais

contrairement aux protéines Arf, elles ne sont pas myristoylées. De plus, elles

possèdent une activité GTPasique (0,008/0,005mn-1) plus importante que les

protéines Arf (<0,0015mn-1), et une dépendance pour le magnésium et les lipides
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beaucoup moins importante au cours de l’échange du nucléotide. Ces protéines

peuvent être classées en 2 sous-groupes.

a-Sous-groupe ARL4. Les protéines Arl 4, 6 et 7 forment le sous-groupe appelé

’’ARL4’’, sur la base de similarité de séquence et de propriétés biochimiques. En effet,

elles possèdent une région effectrice fortement similaire en séquence, une extension

de 5 résidus au niveau de l’Interswitch (β2-L3-β3) et une extension C-Terminale

unique composée de 9 résidus basiques (arginines/lysines) par rapport aux autres

protéines de la sous-famille Arl. Ces 3 isoformes partagent entre 82 à 87 % de

similarité de séquence et environ 55% avec les autres isoformes Arl. Arl4 et 6

possèdent des extensions N-Terminales respectivement de 20 et 21 résidus, alors

que Arl7 possède une insertion plus courte de 13 résidus, suggérant une base

structurale pour distinguer Arl7 de Arl4 et de Arl6. Les protéines ARL4 possèdent le

motif caractéristique G1 [F], absent chez les autres protéines ARF (sauf ARD1)

(fig.17). De plus, la vitesse de dissociation du nucléotide des protéines ARL4 est plus

élevée que celle de Arf1 et de ARP (Jacobs , 1999). Le motif polybasique en C-

Terminus de ces protéines semble être responsable de leur localisation au niveau du

compartiment nucléaire (Jacobs, 1999).

 b-Arl 1, 2, 3 et 5. Les isoformes Arl1, Arl2, Arl3 et Arl5 partagent environ 70 % de

similarité de séquence. Comme les protéines Arf, elles possèdent une extension N-

Terminale de 16-17 résidus (fig.17). Arl1 est associée à l’appareil de Golgi, comme

Arf1 (Lowe, 1996). Il a été montré qu’en présence de lipides, Arl1 humain possède

une ’’activité ARF’’ et stimule la PLD, mais de façon moins efficace que Arf1 (Hong,

1998). La protéine Arl184 de rat, qui possède 55 % d'identité de séquence avec Arl1

humain, semble impliquée dans la sécrétion régulée (Icard-Liepkalns, 1997). La

protéine BART (Binder of Arl Two) a été identifiée pour sa capacité à interagir avec

Arl2-GTP in vivo et in vitro, mais pas avec Arl2-GDP, la conséquence de cette

interaction n'est pas encore connue (Sharer et Kahn, 1999). De plus, il a été montré

que Arl2, échange son nucléotide en absence de lipides et de détergents,

contrairement à Arf1 (Clark, 1993), régule in vitro les interactions entre la tubuline et

le cofacteur D, protéine chaperonne de la tubuline (Bhamidipati, 2000). Une étude
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récente a montré que Arl3 interagit avec la PDE delta (sous-unité delta de la cGMP

phosphodiesterase) et que cette interaction stabilise la forme GTP de Arl3 (Linari ,

1999).

3-La protéine ARD1

ARD1 (Arf-Ribosylation Domain 1), découverte en 1986 est une protéine

ubiquitaire de 64 kDa. Elle est constituée par 2 domaines : un domaine C-Terminal

de 18 kDa, homologue aux protéines ARF (68 % de similarité de séquence avec Arf1)

et un domaine N-Terminal de 46 kDa homologue aux ArfGAP. L’extension N-

Terminale des protéines ARF n’existent pas chez ARD1, en effet le domaine GAP de

ARD1 se trouve en N-Terminus du domaine homologue aux protéines ARF. Comme

les protéines ARL4, et contrairement aux autres protéines ARF, ARD1 possède le

motif caractéristique G1 [F]. De plus, ARD1 possède une lysine à la place de la

glutamine catalytique conservée du motif PM3 [DxGG(Q/K)]. ARD1 a été identifiée au

niveau de l’appareil de Golgi et des lysosomes, et serait impliquée dans les transports

vésiculaires au niveau de ces compartiments (Vitale, 1998).

4-La protéine Sar1

La protéine Sar1 (Secretion-Associated and Ras-superfamily-related gene) a

été découverte en 1989 chez la levure, comme étant impliquée dans la sécrétion

(Nakano et Muramatsu, 1989). Sar1 partage 54 % de similarité de séquence avec les

protéines Arf et possède la plus longue extension N-Terminale de la famille ARF (23

résidus), ainsi qu'une extension de 6 résidus avant le motif caractéristique G3

[(C/S)A(T/x)]. Elle ne possède pas de site de myristoylation en position 2 (la glycine

en position 3 ne semble pas être un site potentiel). Sar1 possède une activité

GTPasique très faible du même ordre de grandeur que celle de Arf1 (<0,0015mn-1).

La protéine Sar1 possède une histidine (comme EF-Tu) à la place de la glutamine

catalytique conservée du motif PM3 [DxGGQ]. Sar1 est impliquée dans le transport

vésiculaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi via le recrutement

du manteau COPII. Cependant, elle alterne entre une localisation cytosolique et une

localisation associé à la membranaire, comme Arf1. Pourtant Sar1 ne possède pas de

modification lipidique, contrairement à Arf1. Elle est recrutée à la membrane via le
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domaine cytoplasmique N-Terminal de son facteur d’échange transmembranaire

Sec12 (pour revue voir (Schekman et Orci, 1996) et (Springer, 1999)).

5-La protéine ARP

ARP (ARF-Related Protein) est une protéine ubiquitaire, qui a été découverte

en 1995. Elle représente la protéine la plus divergente de la famille ARF (56 % de

similarité de séquence avec Arf1). Comme Arf1, ARP possède une extension N-

Terminale de 17 résidus. ARP est exclusivement identifiée à la membrane plasmique,

bien qu'elle ne possède aucun site de modification lipidique connu (pas de motifs de

myristoylation). De plus, elle possède une insertion de 8 résidus entre le motif

caractéristique PM1 [GLDxAGKT] et la région effectrice. ARP semble, dans une

certaine mesure d’hydrolyser son nucléotide sans la présence de membrane et de

GAP (Schurmann, 1995). Elle serait impliquée dans une voie qui inhibe l’activité PLD

stimulée par les protéines Arf (Schurmann, 1999). ARP possède un homologue chez

la levure, yArl3 avec qui elle partage 43 % d'identité de séquence. yArl3 n'est pas

localisée à la membrane plasmique comme ARP, mais dans le cytosol. Elle serait

impliquée dans les transports vésiculaires entre le réticulum endoplasmique et

l'appareil de Golgi, et l'appareil de Golgi et les vacuoles. yArl3 ne possède pas

’’d'activité ARF’’ (Huang, 1999).

B-Les protéines régulatrices des protéines Arf

Le cycle GDP/GTP des petites protéines G est régulé par des protéines

régulatrices: un facteur d'échange GDP/GTP (GEF) qui favorise la dissociation du

GDP et une protéine activatrice de la GTPase (GAP) qui catalyse l'hydrolyse du GTP.

Les facteurs d’échange (GEF) des protéines Arf ont été réunis sous le nom de

’’ArfGEF’’. Les protéines activatrices de la GTPase des protéines Arf ont été réunies

sous le nom de ’’ArfGAP’’.

1-Les ArfGEF

a-Domaine sec7. Bien que, les facteurs d’échange identifiés pour les protéines Arf

possèdent des domaines différents, ils partagent tous un domaine d’environ 200



Figure 18a: Représentation schématique de la Famille des ArfGEF. Figure
empruntée à (J. Donaldson et C. Jackson, 2000). Les domaines sec7 sont représentés en
noir. Les domaines DCB (Dimerization and cyclophilin binding) sont représentés en gris. Les
domaines PH (Pkeckstrin Homology) sont représentés par un motif strié verticalement. Les
domaines coiled-coil sont représentés par un motif strié obliquement. EFA6 possède des
domaines riches en proline indiqués par les lettres "pr".

Figure 18b: Représentation schématique de la Famille des ArfGAP. Figure
empruntée à (J. Donaldson et C. Jackson, 2000). Gsc1 et Glo3 sont des protéines de levure,
les autres sont des protéines de mammifère. Les domaines GAP sont représentés en noir.
Les domaines PH (Pleckstrin Homology) sont représentés par un motif strié verticalement.
Les domaines SH3 sont représentés par un motif strié horizontalement. Les domaines
"ankyrin repeat" sont représentés par les lettres "R". Not Determined "ND".
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acides aminés. Ce domaine est appelé ’’domaine sec7’’, parce qu’il possède une forte

homologie de séquence avec le domaine sec7 de la protéine SEC7 de levure. Il a été

montré que le domaine sec7 isolé active l’échange GDP/GTP des protéines Arf

tronquées de leur extension N-Terminale en solution (Chardin, 1996). Les domaines

sec7 des ArfGEF possèdent deux motifs conservés. Le premier appelé ’’motif 1’’

[FRLPGE] est le plus conservé, sauf pour EFA6 [LALMGE]. Le second, appelé ’’motif

2’’ est plus grand et contient de nombreux résidus hydrophobes (voir fig.1b de

l'article présentée en annexe B).

b-Mécanisme d'échange du nucléotide de Arf1 par un domaine sec7. La

structure de Arf1∆17/sec7-Gea2 vide de nucléotide (Goldberg, 1998) montre que le

domaine sec7 forme une large interaction avec le Switch II de Arf1∆17-GDP, et

maintient le Switch I éloigné du site nucléotidique, pour permettre à une de ses

boucles (motif1) de pénétrer dans celui-ci. Le glutamate 156 du motif 1 du domaine

sec7 est introduit proche du site magnésium/phosphate gamma, la mutation de ce

résidu en lysine réduit d'un facteur 1200 l'activité d'échange, suggérant un rôle

catalytique pour ce résidu (Beraud-Dufour, 1998). Golberg a proposé un mécanisme

où le glutamate expulse par gène stérique et électrostatique le magnésium et le GDP

de Arf1 (Goldberg, 1998). Ce mécanisme d'échange a été appelé, par analogie à

"l'arginine finger" des GAP, le "Glutamate Finger" (Beraud-Dufour, 1998).

c-Les différentes familles de ArfGEF (pour revue voir (Jackson et Casanova,

2000) et (Donaldson et Jackson, 2000)). Les ArfGEF peuvent être classés en deux

sous-familles sur la base de leur taille, de similarités de séquence et de leur

sensibilité à la Bréfeldine A (BFA) (fig.18a). La BFA est une phytotoxine qui détruit

l’intégrité de l'appareil de Golgi en bloquant certaines étapes du transport vésiculaire

régulées par les protéines Arf (pour revue voir (Chardin et McCormick, 1999)).

Les grandes ArfGEF (>100kDa) possèdent des homologues dans tous les

organismes examinés, et sont donc probablement impliquées dans des processus

conservés dans l’évolution. La BFA inhibe l’activité d’échange de la plupart de ces

protéines in vitro (fig.18). La sous-famille des grandes ArfGEF peut être subdivisée

en deux groupes en fonction de similarité de séquence: le premier groupe inclut
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Gea1, Gea2, GNOM/Emb30 et GBF1, le second inclut SEC7 de levure, BIG1 et BIG2

(fig.18a). Les petites ArfGEF (<100 kDa) ne possèdent pas d’homologue chez la

levure, suggérant qu’elles soient impliquées dans des processus spécifiques aux

cellules eucaryotes supérieures. La BFA n’inhibe pas l’activité d’échange de ces

protéines, in vitro (fig.18a). La sous-famille des petites ArfGEF peut aussi être

subdivisée en deux groupe en fonction de similarité de séquence: le première inclut

ARNO, la Cytohesine1 et GRP1/ARNO3, le second inclut EFA6, seule (fig.18a).

Les ArfGEF sont principalement cytosoliques, mais elles s'associent à la

membrane pour activer les protéines Arf. Les petites ArfGEF possèdent un domaine

PH (Pleckstrin Homology) (fig.18a) qui interagit avec les phosphoinositols (PIP2 ou

PIP3) insérés dans la membrane, et une région polybasique en C-Terminus qui

renforce l'interaction de la GEF à la membrane. Parmi les autres domaines qui

définissent ces protéines, on trouve des domaines coiled-coil impliqués dans les

processus d’homodimérisation, des domaines riches en prolines et des domaines

dont la fonction est encore inconnue (fig.18a).

d-Spécificité des ArfGEF pour les protéines Arf. In vitro, ARNO, Cytohesin1 et

GRP1 catalysent l'échange nucléotidique plus efficacement sur Arf1 que sur les

autres protéines Arf (Jackson et Casanova, 2000). Cependant, in vivo ARNO et GRP1

co-localisent à la membrane plasmique comme Arf6 ((Venkateswarlu et Cullen,

2000), (Frank, 1998) et (Langille, 1999)). La spécificité de ces ArfGEF pour les

protéines Arf semblent être dépendant de leur localisation cellulaire. Pour EFA6, la

situation est plus claire, car elle active in vitro Arf6 beaucoup plus efficacement que

Arf1, et est impliquée in vivo comme Arf6 dans le transport du recyclage des

vésicules endosomales et le réarrangement du cytosquelette au niveau de la

membrane plasmique (Franco, 1999).

e-Spécificité des ArfGEF pour les phosphoinositols. La spécificité des ArfGEF

se fait aussi à travers leur domaine PH (Pleckstrin Homology), qui permet aux ArfGEF

de s'associer spécifiquement à la membrane en interagissant avec des

phosphoinositols spécifiques.  En effet, in vitro le domaine PH de GRP1 possède une

affinité plus importante pour le PIP3 que pour le PIP2, alors que le domaine PH de
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ARNO interagit aussi bien avec le PIP2 que le PIP3 (Klarlund, 2000). GRP1 possède

un motif diglycine au niveau du domaine PH (Pleckstrin Homology), chez ARNO ce

motif est constitué par trois glycines. L'addition d'une glycine supplémentaire au

motif "diglycine" de GRP1 augmente l'affinité de son domaine PH pour le PIP2, et a

peu d'effet sur l'affinité pour le PIP3. Alors que, la délétion d'une glycine sur le motif

triglycine correspondant du domaine PH de ARNO réduit de façon importante

l'affinité de ARNO pour le PIP2 mais pas celle pour le PIP3 (Klarlund, 2000).

2-Les ArfGAP (pour revue voir (Donaldson et Jackson, 2000) et (Donaldson,

2000)).

La GTPase des petites protéines G correspond à l'activité d'hydrolyse

intrinsèque du GTP en GDP + phosphate inorganique de la protéine. La GTPase des

petites protéines G est très faible, elle est catalysée par une protéine activatrice de la

GTPase, une GAP.

a-Domaine GAP. Les ArfGAP sont des protéines multidomaines qui ont toutes en

commun un domaine appelé GAP, d'environ 70 acides aminées, qui active l’activité

GTPasique des protéines Arf (fig.18b). Les domaines GAP possèdent un motif ''zinc

finger'' (CxxCX16-17CxxC, (‘C’ pour cystéine, ‘x’ pour n'importe quel résidu)) en N-

Terminus nécessaire pour l’activité GAP des ArfGAP (Cukierman, 1995). De plus, ces

domaines possèdent tous une arginine conservée, proche du motif "zinc Finger"

critique pour l'hydrolyse du GTP. En effet, la mutation de cette arginine en lysine

diminue de 100.000 fois l'activité GAP de ASAP1 et PAPβ ((Randazzo, 2000) et

(Mandiyan, 1999)). Ces résultats suggèrent un mécanisme "arginine finger" pour

l'hydrolyse du GTP des protéines Arf par leur GAP, comme cela a été proposé pour

les petites protéines G Ras et Rho (pour revue voir (Ahmadian, 1997)).

b-Mécanisme d'hydrolyse du GTP de Arf1 par une GAP.

Mécanisme ’’Arginine Finger’’. Les structures de Ras et de RhoA avec leur GAP

ont permis de définir un mécanisme d'hydrolyse du GTP qui leur est commun (pour

revue voir (Ahmadian, 1997)). Dans un premier temps, la GAP stabilise et oriente le
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Switch II de la petite protéine G, en particulier la glutamine du motif PM3 [DVGGQ]

responsable de l'hydrolyse du GTP. Dans un second temps, la GAP introduit une

arginine dans le site nucléotidique de la petite protéine G, qui interagit avec le

phosphate gamma du GTP, et ainsi stabilise l'état de transition de la réaction

d'hydrolyse. Ce mécanisme implique une arginine catalytique, c'est pourquoi il a été

appelé "Arginine Finger".

L'hydrolyse du GTP des protéines Arf par leur GAP est-il aussi un

mécanisme "Arginine Finger" ? Toutes les ArfGAP possèdent une arginine

conservée proche de leur motif "zinc finger". La structure du domaine GAP de Arf-

GAP1 en complexe avec Arf1∆17-GDP (Goldberg, 1999) a été résolue. Il est à noter

qu'il ne s'agit pas d'une ArfGAP en présence de son substrat, la forme GTP mais de

son produit, la forme GDP. Les observations structurales faites sur cette structure ne

semblent pas être en faveur d’un mécanisme "arginine finger" pour Arf-GAP1. En

effet, aucun résidu du domaine GAP de Arf-GAP1 n'est à moins de 15 Å du site

nucléotidique de Arf1∆17-GDP. Les deux arginines conservées de Arf-GAP1 qui

auraient pu jouer le rôle "d'arginine finger" sont impliquées soit dans une interaction

à l'interface des deux protéines, soit dans des interactions stabilisatrices au niveau

du motif "zinc finger’’. De plus, Golberg a montré que la présence du coatomère

(effecteur de Arf1) augmente 1000 fois l'hydrolyse du GTP de Arf1∆17 par Arf-GAP1

en solution (Goldberg, 1999). A partir de ces résultats, Golberg a proposé que Arf-

GAP1 stabilise le Switch II de Arf1∆17 en agissant à distance du site nucléotidique et

en laissant le domaine effecteur (Switch I) libre. Le coatomère peut alors s'associer

au complexe Arf1/Arf-GAP1 pour former un complexe ternaire, et ainsi augmenter

l'affinité de Arf-GAP1 pour Arf1 et/ou assister Arf-GAP1 pour orienter la machinerie

de la GTPase de Arf1. Golberg propose aussi que le coatomère peut suppléer une

arginine au niveau du site nucléotidique de Arf1, permettant que le GTP soit

hydrolysé par un mécanisme "Arginine Finger" (Goldberg, 1999).

Cependant, une étude récente  a montré qu'en présence de vésicule, Arf-GAP1

stimule, par elle-même l’activité GTPasique de Arf1 myristoylée et chargée en GTP,

et que la présence du coatomère n'a aucun effet additionnel sur la GTPase (Szafer,

2000). De plus, la structure du domaine GAP de PAPβ (une ArfGAP, voir fig.18b) a
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été résolue et montre que l'arginine conservée des ArfGAP se trouve à la surface de

la protéine, et est entourée par des résidus hydrophobes. La mutation de ces résidus

hydrophobes diminue l'activité catalytique de PAPβ, suggérant que cette région soit

le site d'interaction avec les protéines Arf et qu'elle emploie un mécanisme "arginine

finger" pour hydrolyser le GTP (Mandiyan, 1999). Ces deux résultats sont

contradictoires avec le modèle proposé par Golberg (Goldberg, 1999). La structure

de l'état de transition Arf1-GDP-AlF4/Arf-GAP1 et/ou de Arf1∆17-GTP/Arf-GAP1

apporterait des informations complémentaires qui permettraient de mieux

comprendre comment les protéines Arf sont désactivées.

c-Autres fonctions des ArfGAP. Les ArfGAP sont des protéines multidomaines, qui

ont été très souvent identifiées comme des partenaires cellulaires de protéines

impliquées dans la transduction du signal. En plus du domaine GAP, certaines de ces

protéines possèdent des domaines "ankyrin repeat" impliqués dans l'interaction

protéine/protéine, des domaines PH (Pleckstrin Homology) impliqués dans

l'interaction avec les membranes, et des domaines SH3 impliqués dans l'interaction

protéine/protéine avec des régions riches en proline (fig.18b).

Arf-GAP1 est recrutée au niveau de l'appareil de Golgi par Erd2, un récepteur

reconnaissant le motif KDEL (Aoe, 1997). De plus, GIT1 est recrutée par un

récepteur à 7 hélices transmembranaires (récepteur couplé aux protéines G) à la

membrane plasmique. GIT1 a été isolée comme étant un partenaire de GRK, une

kinase des récepteurs couplés aux protéines G (Premont, 1998), il régule

l'internalisation du récepteur à la suite d'une stimulation par un ligand. La

surexpression de GIT1 inhibe spécifiquement l'internalisation des récepteurs couplés

aux protéines G qui sont normalement internalisés par la voie d'endocytose contrôlée

par la clathrine (Claing, 2000). GIT1 est une ArfGAP active sur toutes les protéines

Arf, même Arf6 (Vitale, 2000). Ces observations suggèrent que les protéines Arf

soient couplées aux voies de signalisation induites par les récepteurs à 7 hélices

transmembranaires. De plus, ASAP1 localise au niveau des adhésions focales en

réponse à des facteurs de croissance, et au niveau du repliement membranaire

formé par l'actine corticale (Randazzo, 2000). D'autres ArfGAP ont été identifiées

comme interagissant avec des protéines des adhésions focales. Pkl (Paxillin-kinase-
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linker) et Cat1/2 (Cool-associated, tyrosine phosphorylated) interagissent

respectivement avec la Paxillin (Turner, 1999) et Cool/PIX (GEF pour CDC42)

(Bagrodia, 1999). Gcs1 est une Arf-GAP de levure qui régule le cytosquelette d'actine

in vivo, et interagit directement avec l'actine in vitro (Blader , 1999).

d-Spécificité des ArfGAP pour les protéines Arf. Les ArfGAP n’ont pas toutes la

même spécificité pour les protéines Arf. Arf-GAP1 n’est pas active sur les protéines

Arf de la classe I et II, mais pas sur la classe III (fig.18b). Par contre, les protéines

GIT1 et GIT2 sont actives sur Arf1 et sur Arf6 (Vitale, 2000).

e-Spécificité des ArfGAP pour les phosphoinositol. Les ArfGAP interagissent

avec les phospholipides ancrés dans la membrane, où elles pourront rencontrer et

réguler les protéines Arf. Les protéines ASAP1 et PAP sont activées, in vitro par du

PIP2 (Brown, 1998), (Andreev, 1999)), alors que Arf-GAP1 est activée, in vitro par du

PIP2 et le DAG (Vitale, 2000). De plus, les protéines GIT1 et GIT2 sont activées, in

vitro par du PIP3.

C-Arf1 et les protéines de la classe I et II

La protéine caractérisée en 1984 par Kahn et Coll., qui stimule l’ADP-

ribosylation de Gsα par CT-A (I-A-1) est en fait Arf1. Arf1 est l’isoforme la plus

abondante de la famille Arf (90% des protéines Arf présentes dans une cellule). De

ce fait et parce que, les autres protéines Arf ont été identifiées plus tardivement, Arf1

a été beaucoup plus caractérisée que ses isoformes et est un paradigme pour la

famille des protéines ARF. Les classes I et II des protéines Arf semblent être

similaires du point de vue de leur localisation et de leur fonction.

1-Localisations

Arf1 et Arf3 ont été identifiées par immunofluorescence et immunodétection par

microscope électronique principalement au niveau de l’appareil de Golgi (Stearns,

1990b), et au niveau des endosomes (Whitney, 1995). Arf4 et 5 ont aussi été
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identifiées au niveau des endosomes (Whitney, 1995). De plus, Arf5 a été identifiée

au niveau de l'appareil de Golgi (Tsai, 1992).

2-Fonctions et partenaires

Des effecteurs sont des partenaires cellulaires qui interagissent avec la forme

active des petites protéines G, et qui sont activés, transportés et/ou recrutés par

celles-ci. Les effecteurs de Arf1 constituent une famille grandissante de protéines

variées en séquence, en structure et en fonction.

Transport vésiculaire. Arf1 est impliquée dans le recrutement de certains

constituants de manteaux protéiques, permettant le bourgeonnement des vésicules

recouvertes d'un manteau (pour revue voir (Roth, 1999) et (Chavrier et Goud,

1999)).

Les vésicules COPI (Coatomer proteins I) participent aux transports

antérograde et rétrograde du réticulum endoplasmique à l'appareil de Golgi, et aux

transports de la voie d'endocytose (pour revue voir (Cosson et Letourneur, 1997)).

En 1991, les protéines Arf ont été identifiées comme composants protéiques des

vésicules COPI accumulées au niveau de l’appareil de Golgi en présence de GTPγS

(Serafini, 1991). Une interaction directe entre Arf1-GTP et les sous-unités β et γ du

coatomère a été mise en évidence par une approche de "photocross-linking" dirigée

sur des résidus de Arf1 ((Zhao, 1997) et (Zhao , 1999)).

L'adaptateur AP1 (Adaptor proteins 1) des vésicules à Clathrine est impliqué

dans les transports du réseau trans-golgien vers les endosomes et les lysosomes

(pour revue voir (Pearse et Robinson, 1990)). Arf1-GTPγS (et Arf5-GTPγS, (Liang,

1997)) est nécessaire au recrutement de l’adaptateur AP1 aux membranes

golgiennes ((Stamnes et Rothman, 1993) et (Traub, 1993)).

L'adaptateur AP3, plus récemment identifié est impliqué dans le trafic

membranaire au niveau des endosomes/lysosomes. AP3 a été identifié comme étant

un composant des vésicules non recouvertes de clathrine. Cependant, il a été montré

par immunofluorescence et immunodétection par microscopie électronique, que AP3

colocalise avec la clathrine (Dell'Angelica , 1997). De même, Arf1-GTPγS contrôle in

vitro le recrutement des adaptateurs AP3 sur les membranes endosomales, et sur les
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vésicules synaptiques de cellules neuronales et les vésicules de sécrétion des cellules

neuroendocrines ((Faundez, 1998) et (Ooi, 1998)).

Les protéines GGA (Golgi-localizing, Gamma-adaptin ear homology, ARF binding

protein) ont été très récemment identifiées comme étant des effecteurs directs des

formes actives de Arf1 et Arf3. Les protéines GGA possèdent un domaine C-Terminal

qui partage 70 % d’identité de séquence avec le domaine ’’oreille’’ des γ-adaptines.

Cependant, contrairement aux γ-adaptines les GGA ne sont pas associées aux

vésicules de clathrine, ni avec aucun des composants du complexe AP1. Les GGA

sont des composants du manteau régulés par Arf1, impliqués dans le transport à

travers le réseau trans-golgien et entre ce dernier et les lysosomes. ((Boman, 2000),

(Hirst, 2000) et (Dell'Angelica, 2000)).

Le contrôle du recrutement de l’ensemble de ces manteaux donne à Arf1 un

rôle central dans le trafic vésiculaire.

Régulation de la voie métabolique des lipides. Les enzymes qui modifient les

lipides jouent un rôle important, mais encore mal compris dans le trafic

membranaire. (Pour revue voir (Roth, 1999)).

La PLD (phospholipase D) hydrolyse la phosphatidylcholine (PC) en acide

phosphatidique (PA) et choline. Le PA est, entre autres, un activateur de la

phosphatidylinositol-4-phosphate 5 Kinase (PI(4)P5-Kinase) (Moritz, 1992) et un

messager secondaire de différents et importants processus cellulaires comme la

transduction du signal, la différentiation cellulaire et les transports vésiculaires (pour

revue voir (Exton, 1998)). Arf1-GTPγS stimule une activité PLD à la membrane

golgienne ((Cockcroft, 1994), (Brown, 1993) et (Ktistakis, 1995)).

La PI(4)P5-Kinase est une enzyme qui phosphoryle des phosphoinositol

monophosphate (PIP) en phosphoinositol diphosphate (PIP2). Le PIP2  est un

phospholipide membranaire important qui influence nombre d’évènements dans la

cellule comme le trafic membranaire, la dynamique de l’actine et les cascades de

signalisation à la membrane plasmique (pour revue voir (Toker, 1998)). De plus, il

est un facteur nécessaire à l'activation de la PLD (Liscovitch, 1994) et recrute à la

membrane certaines ArfGEF et ArfGAP via un domaine PH (Pleckstrin Homology). Le
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PIP2 est reporté comme étant localisé au niveau de l'appareil de Golgi, des

lysosomes/endosomes et de la membrane plasmique (Roth, 1999). Arf1-GTP

interagit directement avec la PI(4)P5-Kinase de type I, et est responsable de la

synthèse de PI(4,5)P2 au niveau de l'appareil de Golgi (Jones, 2000). De plus il a été

montré que Arf (purifiée à partir du cytosol de cerveau de bovins) recrute la PI(4)-

Kinase β et une PI(4)P5-Kinase inconnue au niveau de l'appareil de Golgi, ce qui a

pour effet de stimuler la synthèse de PI(4)P et de PI(4,5)P2 de façon GTP-dépendant,

et ceci de façon indépendante à l'activation des protéines du manteaux et de la PLD

(Godi, 1999). L'acide phosphatidique (PA produit de l’hydrolyse de la

phosphatidylcholine (PC) par la PLD est un activateur spécifique de la PI(4)P5-

Kinase, stimulant ainsi la synthèse de PIP2 (Moritz, 1992).

La capacité des protéines Arf à réguler la production de PIP2, plus ou moins

indirectement par l’activation de la PLD ou de la PI(4)P5-Kinase, suggère que les

protéines Arf permettent le recrutement à la membrane des ArfGAP et des ArfGEF.

Roth a proposé un modèle qui suggère que les protéines Arf s’autorégulent via la

régulation de la production du PIP2 (pour revue voir (Roth, 1999)).

Autres partenaires. Il a été montré que certaines protéines interagissaient

directement avec Arf1 ou les protéines de la classe I ou II. Peu d'informations sont

disponibles sur les phénotypes engendrés par ces interactions dans la cellule, c'est

pourquoi nous resterons très prudents quant au terme d'effecteur pour ces

protéines.

L’Arfaptine 1 (Arf-apto (’’apto’’ en grec=’’se fixe à’’)) a été identifiée par double

hybride comme interagissant avec Arf3-Q71L, mutant défectueux pour la GTPase

(Kanoh, 1997). L’Arfaptine 1 est recrutée au niveau de l’appareil de Golgi ce qui en

ferait une cible privilégiée de Arf1. Des données récentes semblent indiquer que

l’Arfaptine 1 interagit aussi bien avec Arf1-GTP que Arf1-GDP. Il semblerait

également qu’elle puisse interagir avec d’autres petites protéines G (Communication

personnelle du laboratoire de Marc Chabre). Ceci pose le problème de la spécificité

de l’Arfaptine 1 et de son rôle réel comme effecteur de Arf1.
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Arf1-GDP interagit avec les sous-unités βγ des protéines G hétérotrimériques in

vitro en présence de vésicules de phospholipides, mais on ne connaît pas encore le

rôle physiologique de cette interaction (Franco, 1995b).

La queue C-Terminale de MKLP1 (Mitotic Kinesin-Like Protein) a été identifiée

comme interagissant avec Arf3-Q71L (mutant défectueux pour la GTPase) par double

hybride. La queue C-Terminale de MKLP1 ne possède pas d'homologie de séquence

avec d'autres partenaires des protéines Arf. De plus, il a été montré par mutagenèse

dirigée qu'une dizaine de résidus au niveau des régions Switch I et II de Arf3 activée,

perdaient la capacité d'interagir directement avec MKLP1 (Boman , 1999).

PICK1 (Protein Interacting with C Kinase 1) a été identifiée par double hybride

comme interagissant avec Arf1/3 activées, mais pas avec Arf5/6 activées ni avec les

formes GDP des protéines Arf. PICK1 possède une région homologue aux Arfaptines

1 et 2, qui interagissent directement avec les protéines Arf. Cependant, Arf1 et Arf3

activées n'interagissent pas avec le domaine homologue aux Arfaptine de PICK1,

mais avec un domaine PDZ (motif qui participe à l'organisation de multicomplexes

protéiques (’’scaffold’’)) (Takeya, 2000).

L'Arfophiline interagit par double hybride avec Arf5-Q71L, mutant défectueux

pour la GTPase, contrairement à Arf3Q71L. Par double hybride, il a été montré que la

chimère N3-Arf5-Q71L (extension N-Terminale de Arf5-Q71 remplacée par celle de

Arf3) n'interagit pas avec l'Arfophiline, alors que la chimère N5-Arf3-Q71L (extension

N-Terminale de Arf3-Q71 remplacée par celle de Arf5) interagit avec l'Arfophiline,

suggérant que l'extension N-Terminale de Arf5 est le site d'interaction directe de

l'Arfophiline. Ces résultats suggèrent que l'Arfophiline est un partenaire spécifique de

la classe II et non de la classe I des protéines Arf. L'Arfophiline recombinante

surexprimée dans des cellules CHO-K1 est identifiée par fractionnement dans le

cytosol et au niveau des fractions membranaires en association avec Arf5Q71

(mutant défectueux pour la GTPase). Le rôle cellulaire de l'Arfophiline n'est pas

encore établi (Shin, 1999).

3-Le cycle GDP/GTP de Arf1 est associé à un cycle cytosol/membrane

Le cycle GDP/GTP de Arf1 est particulier par rapport aux autres petites

protéines G, en cela que l'échange du nucléotide (étape d'activation) nécessite que



Figure 19 : Mécanisme d'activation de Arf1 par sa GEF en présence de membrane
La forme inactive de Arf1 liée au GDP alterne entre une forme cytosolique : hélice N-terminale plaquée contre la protéine et interswitch
rentré (1) et une forme fixée à la membrane (2). Arf1-GDP fixée à la membrane s’associe avec sa GEF. Le complexe Arf1/GEF vide de
nucléotide (3) se trouve à la membrane : interswitch en position sortie, empéchant l’hélice N-Terminale fixée à la membrane de se plaquer
a nouveau contre la protéine, et le doigt glutamate de la GEF dans le site ncléotidique. La forme active liée au GTP reste fixée aux
membranes : interswitch sorti (4)
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Arf1 s'associe à la membrane, et que l'hydrolyse du GTP (étape d'inactivation)

conduit à la dissociation de Arf1 de la membrane. L’étape d’activation de Arf1 a été

largement étudiée in vitro, et a permis de proposer un modèle. L’étape d’inactivation

de Arf1 est encore mal comprise et fait l'objet de controverses (Chapitre 2-I-B-2-d).

Mécanisme d'activation de Arf1 (fig.19). Arf1-GDP alterne entre une forme

majoritairement cytosolique et une forme faiblement associée à la membrane

(Franco, 1995a). In vitro, la présence de lipide est indispensable pour que Arf1

échange son nucléotide (Kahn et Gilman, 1986), suggérant que in vivo Arf1 s'associe

aux membranes avant de pouvoir être activée. L'association de Arf1 à la membrane

nécessite la présence de l'extension N-Terminale. En effet, il a été montré que Arf1

tronquée de ses 17 premiers résidus échange son nucléotide sans la présence de

lipide (Kahn, 1992). La structure de Arf1-GDP (fig.20a) ((Amor, 1994), (Greasley,

1995)) montre que l'extension N-Terminale est repliée en une hélice amphiphile, et

que la face hydrophobe de cette hélice est plaquée contre une poche hydrophobe de

la protéine. La mutation des résidus hydrophobes de l'hélice N-Terminale augmente

la dissociation de Arf1 des membranes, suggérant que ces résidus sont en interaction

directe avec la membrane (Antonny, 1997). Antonny et coll. proposent que l'hélice N-

Terminale de Arf1-GDP ’’bascule’’ pour venir interagir avec la membrane: cette

association protéine/membrane plus l'insertion du myristate dans la membrane

semble être le moyen utilisé par Arf1 pour s'associer à la membrane.

A la membrane, Arf1 rencontre son facteur d'échange (GEF) ; alors que Arf1-

GDP est faiblement associée à la membrane, Arf1 en complexe avec son facteur

d'échange est fortement associée aux membranes (Paris, 1997). Cette différence

d’affinité peut être expliqué par les changements de conformation de Arf1 induits par

son facteur d'échange. En effet, la structure de Arf1∆17/sec7-Gea2 vide de

nucléotide et en absence de l'hélice N-Terminale de Arf1 (Arf1∆17 ; pour permettre

au complexe d'être soluble) (fig.20c) (Goldberg, 1998), montre que l'Interswitch

(région β2-L3-β3) est translaté vers la poche hydrophobe où l'hélice N-Terminale se

trouvait dans la structure de Arf1-GDP. Il a été proposé que l'interaction du facteur

d'échange avec Arf1 induise le déplacement de l'Interswitch dans la poche

hydrophobe ; celle-ci étant laissée vacante par l'hélice N-Terminale qui est plaquée



Interswitch
b) Arf1∆∆∆∆17-GDPNP

Figure 20: Structures tridimensionelles de Arf1. a) Structure de Arf1-GDP b) structure
de Arf1∆17-GDPNP c) Structure de Arf1∆17/sec7-Gea2.

Les nucléotides sont représentés en gris foncé, les switch I et II en orange, l'Interswitch en
vert et l'hélice N-Terminale en bleu.  La ArfGEF, Sec7-Gea2 est colorée en jaune. Les régions
désordonnées dans le cristal sont indiquées par des pointillés. L'hélice N-terminale de Arf1-
GDP a été modélisée sur les figures b) et c) dans le but  de montrer l’encombrement créé
par la conformation ’’sortie’’ de l'interswitch de Arf1∆17-GDPNP et de Arf1∆17/sec7-Gea2.
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contre la membrane. Le changement de conformation de l'Interswitch empêche

l'hélice N-Terminale de basculer contre la protéine et empêche Arf1 de retourner

dans le cytosol (Goldberg, 1998). Le facteur d'échange va expulser le GDP du site

nucléotidique, qui sera remplacé par du GTP en plus grande quantité dans la cellule

(voir mécanisme d'échange Chapitre 2-I-B-1-b). Le facteur d’échange se dissocie de

Arf1-GTP.

Arf1-GTP est exclusivement et fortement associée aux membranes (Kahn et

Gilman, 1986). La structure de Arf1∆17-GDPNHP tronquée de son extension N-

Terminale (pour permettre à la protéine d'être soluble et donc cristallisable) (fig.20b)

(Goldberg, 1998) montre que l'Interswitch est dans la même position que celui du

complexe Arf1∆17/sec7-Gea2 vide de nucléotide, c’est-à-dire translaté vers la poche

hydrophobe. Cette position est encombrante pour le retour de l'hélice N-Terminale

vers la protéine, et défavorise la dissociation de Arf1 de la membrane.

D-ARF6

Arf6 a été identifiée en 1991 par Tsuchiya et collaborateurs par le criblage

d'une librairie  en utilisant comme sonde l’ADNc de Arf2 bovin (Tsuchiya, 1991). Arf6

est identique au produit du gène de poulet CPS1 identifié en 1986, excepté pour une

différence de séquence, la sérine 158 de Arf6 est substituée par une thréonine chez

CSP1p (Alsip et Konkel, 1986). Arf6 est la protéine la plus divergente de la famille

Arf, plus précisément au niveau de la région N-Terminale et dans la moitié C-

Terminale (fig.17). Cependant, les régions qui interagissent avec les effecteurs sont

presque identiques (Switch I et II). Arf6 est exprimée de façon ubiquitaire, mais pas

de manière aussi abondante que son isoforme Arf1. Seuls les tissus ovariens

expriment Arf6 de façon importante et inexpliquée, soit 0.2% de la totalité des

protéines (Cavenagh, 1996).

Arf6 a fait l’objet de différentes études qui ont permis de montrer qu’elle

différait des autres protéines Arf à divers égards.
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1-Localisations

Arf6, contrairement à Arf1 n’est pas localisée au niveau de l’appareil de Golgi,

mais est, d’une façon générale, trouvée soit à la membrane plasmique, soit sur des

compartiments de type endosomal. Toutefois, la localisation de Arf6 ne semble pas

être généralisable d’un type cellulaire à l’autre et d’un niveau d’expression à l’autre,

de plus certains résultats semblent contradictoires.

En effet des observations par immunodétection par microscopie électronique

dans les cellules CHO révèlent que l'expression d'un mutant constitutivement actif de

Arf6 (Arf6Q67L) induit la localisation de la protéine à la membrane plasmique, alors

qu'un mutant constitutivement inactif de Arf6 (Arf6T27N) induit la localisation de la

protéine au niveau des endosomes précoces (D'Souza-Schorey, 1995) et d’un

compartiment endosomal de recyclage périnucléaire (D'Souza-Schorey , 1998).

Cependant, Cavenagh et coll. ont montré par immunofluorescence avec un anticorps

monoclonal spécifique de Arf6 que Arf6 endogène se trouve uniquement à la

membrane plasmique dans les cellules CHO (Cavenagh, 1996). D’autre part, la

stimulation de cellule chromaffine (par une solution de Locke contenant soit 10µM de

nicotine soit 59mM de K+) induit la translocation de Arf6 endogène des granules de

sécrétion à la membrane plasmique (Caumont , 1998). De plus, dans les cellules

épithéliales (cellules MDCK et LLCPK1), Arf6 sauvage et Arf6Q67L (mutant

défectueux pour la GTPase) sont retrouvées à la membrane apicale, et Arf6T27N

(mutant défectueux pour la fixation du nucléotide)est retrouvée à la membrane

basolatérale (Altschuler, 1999). Alors que, Arf1 alterne entre une localisation

cytosolique et associée à la membrane (Kahn et Gilman, 1986), les différentes études

sur Arf6 (citées précédemment) ne mentionnent pas l’existence d’une fraction

cytosolique de la protéine. Cependant, dans différents types cellulaires en

différentiation 5 à 50% de Arf6 endogène a été identifiée dans le cytosol, par

fractionnement subcellulaire en utilisant un anticorps monoclonal spécifique de Arf6

(Yang , 1998). De plus, dans les cellules CHO, Arf6 endogène est identifiée

uniquement associée à la membrane lorsque le fractionnement subcellulaire est fait

en présence d'EDTA (agent chélateur) (Cavenagh, 1996). Dans les mêmes

conditions, mais sans EDTA et à concentration physiologique de magnésium, Arf6 est

retrouvée en quantité non négligeables dans le cytosol (Gaschet et Hsu, 1999).
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2-Fonctions

Transport vésiculaire. La surexpression de Arf6 sauvage ou de Arf6-Q67L (mutant

défectueux pour la GTPase) dans les cellules CHO conduit à la redistribution des

récepteurs de la transferrine à la surface de la cellule, et à la diminution de la

concentration intracellulaire de la transferrine. Cette étude suggère que Arf6 joue un

rôle de régulateur dans l'endocytose induit par les récepteurs (D'Souza-Schorey,

1995). Dans les cellules HeLa, Arf6 joue un rôle dans la régulation de la voie de

recyclage des membranes, de la membrane plasmique vers un compartiment

’’tubulaire’’ non identifié (Radhakrishna et Donaldson, 1997). L'expression de mutants

de Arf6 défectueux pour l'hydrolyse du GTP (Q67L) ou pour la fixation du nucléotide

(T27N) inhibe la phagocytose d'érythrocyte recouvert d’IgG par les macrophages,

suggérant que Arf6 joue un rôle important dans la phagocytose induite par les

récepteurs Fcγ (Zhang , 1998). Arf1 est impliquée dans le recrutement de différentes

protéines du manteaux, qu'en est-il pour Arf6 ? Bien que la surexpression de

Arf6T27N dans les fibroblastes conduise à l’accumulation massive de vésicules

d’endocytose recouvertes d'un manteau protéique, il a été montré que Arf6 n’altère

ni la distribution de COPI ni celle de la γ-adaptine au cours de ce processus (Peters ,

1995). Dans les cellules HeLa, la surexpression de Arf6T27N n'affecte pas non plus la

distribution de l'adaptateur AP3 des vésicules à clathrine (Ooi, 1998). Par contre,

dans les cellules épithéliales, la surexpression de Arf6-Q67L conduit à l'augmentation

de bourgeons recouverts de clathrine sur la surface apicale de la membrane

plasmique. Ceci suggère que Arf6 est un régulateur de la voie d’endocytose induite

par la clathrine à la surface apicale des cellules épithéliales (Altschuler, 1999).

La stimulation de cellules chromaffines intactes déclenche la rapide dissociation

de Arf6 des granules de sécrétion, cette dissociation peut être bloquée par du

fluorure d'aluminium (un activateur des protéines G hétérotrimèriques). Ces résultats

suggèrent que Arf6 participe dans les cellules chromaffines à l'exocytose contrôlée

par les protéines G hétérotrimériques (Galas, 1997). De plus, il a été proposé que ce

processus soit concomitant à l'activation d'une activité PLD à la membrane plasmique

(Caumont, 1998). Dans les adipocytes 3T3 L1 stimulés par l'insuline, un peptide

correspondant à la région N-Terminale de Arf6 inhibe le transport du glucose et la

translocation du récepteur GLUT4. Il a été suggéré que Arf6 joue un rôle dans la
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redistribution à la membrane plasmique du récepteur GLUT4 (Millar, 1999).

Toutefois, cette suggestion semble être controversée, en effet l'infection dans des

adipocytes 3T3 L1 d'adénovirus recombinants exprimant Arf6 sauvage n'affecte ni le

transport du glucose, ni la distribution du récepteur GLUT4 (ni le récepteur GLUT1).

Par contre, la sécrétion de l'adipsine, une protéase à sérine spécifiquement exprimée

dans les adipocytes est augmentée par l'expression de Arf6 sauvage (Yang et

Mueckler, 1999).

Régulateur de la voie métabolique des lipides. Comme les autres protéines de

la famille Arf, Arf6 est impliquée dans la régulation d'enzymes qui modifient les

lipides. Arf6-GTPγS stimule l'activité PLD in vitro, de façon aussi efficace, dans les

mêmes conditions que Arf1 et Arf5 (Massenburg, 1994). Dans le cytosol de cerveau

bovin, une protéine Arf a été purifiée et identifiée comme étant un activateur de la

Phosphatidylinositol 4-Phospate 5-Kinase α [PI(4)P5K α] (Honda, 1999). In vitro,

cette activation nécessite la présence de PA, produit de l’hydrolyse du

phosphatidylcholine (PC) par la PLD. Dans des cellules HeLa il a été observé par

immunofluorescence que PI(4)P5K α  colocalise avec Arf6 au niveau de repliement

membranaire de la membrane plasmique, et non avec Arf1 et Arf5. Ces résultats

suggèrent que la PI(4)P5K α  est un effecteur directe de Arf6 au niveau des

repliements de la membrane plasmique (Honda , 1999). De plus, dans les cellules

HeLa, la stimulation de la Phosphatidylinositol 3-Kinase [PI3K] par un agoniste active

une voie qui conduit à la translocation de Arf6 à la membrane plasmique,

phénomène qui indique une augmentation de la forme GTP de Arf6 (Venkateswarlu

et Cullen, 2000).

Réarrangement du cytosquelette d'actine. Des cellules HeLa transfectées avec

Arf6 sauvage, étiquetée par un épitope et traitées avec du fluorure d'aluminium,

composé chimique qui semble activer indirectement la protéine Arf1 (Finazzi, 1994)

induit une redistribution de Arf6 et de l'actine au niveau de site particulier de la

membrane plasmique, qui avec le temps forme des protubérances. Les

accumulations d'actines sont différentes de celles qui sont observées dans des

cellules transfectées avec RhoA ou Rac1 (pour revue voir (Van Aelst et D'Souza-



86

Schorey, 1997)). Ces résultats suggèrent un rôle pour Arf6 au niveau du

réarrangement du cytosquelette d'actine à la membrane plasmique dans les cellules

HeLa (Radhakrishna , 1996).

Dans des cellules CHO, la surexpression de Arf6-Q67L, mutant défectueux

pour la GTPase remodèle le cytosquelette d'actine en induisant la polymérisation de

l'actine sous la membrane plasmique. Ce réarrangement du cytosquelette est inhibé

lorsque Arf6-Q67L est co-exprimée avec des mutants tronqués de POR1, protéine qui

interagit avec Rac1 et qui est impliquée dans la formation des protubérances de la

membrane, alors qu'il n'est pas inhibé lorsque Arf6-Q67L est co-exprimée avec un

mutant dominant négatif de Rac1 (S17N) (D'Souza-Schorey , 1997). De plus, une

interaction directe entre Arf6 et POR1 a été observée par double hybride (Chien,

1991) et par des tests d'interactions in vitro. Ces tests ont permis d'observer aussi

que la forme GTP de Arf6 interagit préférentiellement avec POR1 (D'Souza-Schorey,

1997). Ces résultats suggèrent que la protéine POR1 joue un rôle régulateur

important dans le réarrangement du cytosquelette induit par Arf6 et Rac1 à la

membrane plasmique (D'Souza-Schorey, 1997). Dans des cellules de différents types,

les protéines Arf6 et Rac1 endogènes colocalisent au niveau de la membrane

plasmique et au niveau du compartiment endosomal périnucléaire. Quel est le lien

entre Arf6 et Rac1 au niveau du réarrangement du cytosquelette ? Dans des cellules

HeLa, l'expression d'un mutant défectueux pour la fixation du nucléotide de Arf6

(T27N) inhibe le réarrangement du cytosquelette observé lorsque Rac1 sauvage ou

Rac1-Q61L sont exprimées. Par contre la co-expression d'un mutant défectueux dans

la GTPase de Rac1 (T17N) avec Arf6 sauvage n'inhibe pas les protubérances induites

après traitement des cellules par du fluorure d’aluminium. Ces résultats suggèrent

que Arf6 puisse par elle-même altérer l'actine corticale et influencer la capacité de

Rac1 à former des accumulations d'actines (Radhakrishna , 1999).

Est-ce que la régulation du trafic membranaire induit par Arf6 est couplée à

l'organisation de l'actine du cytosquelette induit par Arf6 ? En effet, dans les cellules

chromaffines, Arf6 est impliquée dans l'exocytose régulée, processus qui requiert

l'organisation du cytosquelette d'actine (Caumont, 1998). Ce résultat ne permet pas

de déterminer si Arf6 utilise le réarrangement du cytosquelette d'actine à la
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membrane plasmique pour la régulation du trafic membranaire. D’autres études

seraient nécessaire pour clarifier le lien entre ces deux fonctions.

Désensibilisation des récepteurs des protéines G hétérotrimériques. La

désensibilisation des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimèriques est un

phénomène ubiquitaire caractérisé par l'inhibition de l'activité des effecteurs sous la

stimulation persistante d'agonistes.

Le récepteur à l'hormone gonadotrope chorionique, activé par l'hormone

lutéotrope (LH/CGR) appartient à la famille des récepteurs à 7 hélices

transmembranaires qui transduisent le signal via les protéines G hétérotrimériques et

des effecteurs dont l'adénylate cyclase. D’une part, la préincubation de ARNO activée

dans des cellules folliculaires réduit l'activation de l'adénylate cyclase induite par

LH/CGR, d'autre part d'un peptide équivalent à la région N-Terminale de Arf6 bloque

la désensibilisation de l'activation de l'adénylate cyclase induit par LH/CGR. D’autre

part, la préincubation d’un peptide équivalent à la région N-Terminale de Arf1. Ces

résultats suggèrent que la désensibilisation de LH/CGR dépend de l'activation de Arf6

(Mukherjee , 2000). De plus, la surexpression de la protéine GIT1, ArfGAP active sur

les protéines Arf (Arf6 incluse) dans des cellules HEK293 conduit à une diminution de

la séquestration à la surface de la cellule du récepteur β2-adrenergique couplé aux

protéines G hétérotrimériques. L'inhibition de la séquestration du récepteur conduit à

l'augmentation de la phosphorylation et de la désensibilisation de celui-ci. De plus,

ces effets nécessitent la présence du domaine GAP de GIT1. Ces résultats suggèrent

une fonction de régulation pour les protéines Arf dans l'endocytose du récepteur β2-

adrénergique (Premont, 1998).

 Le rôle de Arf6 dans ces processus doit maintenant être étudié.

Autres partenaires. Des expériences d'immunoprécipitation et de "cross-linking"

chimique dans des cellules chromaffines suggèrent que Arf6 interagisse avec le

complexe βγ des protéines G hétérotrimèriques (Galas, 1997).
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3-Les particularités biochimiques de Arf6

Arf6 est unique dans la famille des protéines Arf pour sa capacité à être activée

sans la présence de lipide et de détergent (Price, 1992). En effet, alors que Arf1

entière (non myristoylée) ne peut pas être activée sans la présence de membrane,

Arf6-GTP (non myristoylée) peut l’être. Par conséquent, Arf6 entière (non

myrsitoylée) peut être étudiée en solution et être cristallisée entière quel que soit le

nucléotide qui lui est fixé, contrairement à Arf1 entière (non myristoylée) qui ne peut

pas être cristallisée lorsqu’elle est associée à du GTP. De plus, comme Arf1, Arf6 ne

possède pas d’activité GTPase intrinsèque mesurable (Welsh, 1994).
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II-Etude structurale de ARF6 en complexe avec du GDP

L'étude structurale de Arf6 en complexe avec du GDP est présentée dans cette

partie. L'analyse complète de cette étude est présentée dans l'article "Structure of

Arf6-GDP suggests a basis for nucleotide exchange factors specificity" de Julie

Ménétrey et Collaborateurs, publiée dans Nature Structural Biology. L'article sera

introduit par une présentation des points forts de cette étude. De plus, les données

expérimentales de l'étude structurale qui n'ont pas été mentionnées dans l'article

seront présentées.

A-Article 2

L'analyse de la structure de Arf6-GDP est reportée dans la publication jointe

au manuscrit. Je présente ici les points forts de cette analyse :

� Le repliement structural général de Arf6-GDP est similaire au repliement général

des petites protéines G (α5β6) et plus particulièrement au repliement particulier

de Arf1-GDP (α6β7). L'hélice N-Terminale et l'Interswitch de Arf6-GDP ont la

même conformation que ceux de Arf1-GDP, suggérant que Arf6-GDP possède les

caractéristiques structurales permettant à Arf1-GDP d'être cytosolique (voir fig.1b

dans l'article 2).

�  La structure de Arf6-GDP révèle que les régions Switch sont les régions qui

divergent le plus avec la structure de Arf1-GDP. Bien que Arf1 et Arf6 aient des

régions Switch I et II presque identiques en séquence (fig.4), ceux-ci sont

structuralement différents (voir fig.1b dans l'article 2). Ces différences

structurales sont la conséquence de différences de séquence ponctuelles situées

aux positions charnières des Switch I et II (voir fig.2a dans l'article 2). Les

régions Switch I et II sont les principaux sites d'interaction avec les partenaires

cellulaires des petites protéines G. En conséquence, bien que possédant des sites

de reconnaissance presque identiques en séquence, la structure de ces régions

permet aux différents partenaires cellulaires de Arf1-GDP et de Arf6-GDP

(principalement leur facteur d'échange) de les distinguer.
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� Une différence de séquence Arf1-Ile42/Arf6-Ser38 éloignée du site nucléotidique

est responsable de l'élimination d'une interaction stabilisatrice au niveau du site

nucléotidique chez Arf6 (voir fig.3a de l'article 2), suggérant un rôle important

pour ce résidu au niveau de l'échange du nucléotide. Le rôle de ce résidu a pu

être étudié par nos collègues de l'institut de Pharmacologie Moléculaire et

Cellulaire par mutagènese dirigée basée sur la structure, et a permis de confirmer

l'importance de ce résidu pour l'affinité des protéines Arf1 et Arf6 pour le GDP

(voir fig.3b et 3c dans l'article 2).
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Structure of Arf6–GDP
suggests a basis for
guanine nucleotide
exchange factors specificity
Julie Ménétrey1, Eric Macia2, Sebastiano Pasqualato1,
Michel Franco2 and Jacqueline Cherfils1

1Laboratoire d’Enzymologie et Biochimie Structurales, CNRS, Avenue de la

Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette, France. 2Institut de Pharmacologie Moléculaire

et Cellulaire, CNRS, 660 Route des Lucioles, 06560 Valbonne, France.

Arf6 is an isoform of Arf that localizes at the periphery of the
cell where it has an essential role in endocytotic pathways. Its
function does not overlap with that of Arf1, although the two
proteins share ∼70% sequence identity and they have switch
regions, whose conformation depends on the nature of the gua-
nine nucleotide, with almost identical sequences. The crystal
structure of Arf6–GDP at 2.3 Å shows that it has a conformation
similar to that of Arf1–GDP, which cannot bind membranes
with high affinity. Significantly, the switch regions of Arf6 devi-
ate by 2–5 Å from those of Arf1. These differences are a conse-
quence of the shorter N-terminal linker of Arf6 and of discrete
sequence changes between Arf6 and Arf1. Mutational analysis
shows that one of the positions which differs between Arf1 and
Arf6 affects the configuration of the nucleotide binding site and
thus the nucleotide binding properties of the Arf variant.
Altogether, our results provide a structural basis for under-
standing how Arf1 and Arf6 can be distinguished by their gua-
nine nucleotide exchange factors and suggest a model for the
nucleotide/membrane cycle of Arf6.

Small GTP binding proteins of the ADP ribosylation factor
(Arf) family are ubiquitously involved in membrane trafficking
events1. The most divergent members of the mammalian Arf fam-
ily, Arf1 and Arf6, have distinct cellular functions despite sharing
67% sequence identity2. Arf1 regulates the recruitment of vesicle
coat polymers, including COP1, to the Golgi apparatus. No role in
recruiting a vesicle coat polymer has been identified to date for
Arf6, which acts at the plasma membrane where it may couple
endosomal membrane traffic to aspects of actin organization3–8

and control regulated endocytosis and exocytosis9–11. Arf proteins
interact with various regulatory and effector proteins12, including
a growing number of guanine nucleotide exchange factors
(ArfGEFs) bearing a catalytic Sec7 domain13. Identifying the speci-
ficity of these ArfGEFs for a particular Arf is currently an impor-
tant issue for understanding the function of Arf proteins in vivo.

Arf proteins undergo the GDP/GTP structural cycle that is com-
mon to small GTP binding proteins, but they also feature a unique
membrane driven switch. Biochemical and crystallographic stud-
ies have provided a consistent picture of how this dual
nucleotide/membrane switch functions in Arf1 (refs 14–18).
Arf1–GDP partitions between the cytosol and a low affinity com-
plex with membranes, whereas Arf1–GTP associates tightly with
membranes. This stable interaction is mediated by the myristoy-
lated N-terminal helix, which flips open upon binding GTP and
inserts into the lipid bilayer. Communication between the N-ter-
minal helix and the nucleotide binding site, which are located on
opposite sides of the protein, is mediated by two β-strands and a
β-hairpin loop that connect the switch I and II regions (called the
interswitch region hereafter; Fig. 1b)17 . The interswitch region is

retracted in the protein core in Arf1–GDP and protrudes into the
N-terminal helix pocket in Arf1–GTP, thus ensuring that Arf1 is
activated at the surface of a membrane.

The switch I and II regions form the major sites for the interac-
tion of Arf proteins with their cellular partners. Surprisingly, these
sequences are almost identical among Arf proteins, suggesting that
they may have the same three-dimensional structure. The finding
that Arf6 localizes primarily to membranes, unlike Arf1 which is
mostly cytosolic when bound to GDP, and that its N-terminus,
which interacts with membranes in the Arf1–GTP complex, is
shorter than that of Arf1, raises the possibility that its mem-
brane/nucleotide cycle may differ from that of Arf1 (refs 19–21).
Here we report the crystal structure of Arf6–GDP, which reveals
that a small number of sequence differences outside the switch
regions result in conformational differences between Arf1 and
Arf6 in the switch regions. Mutating one of these residues, S38I
(Ser 38 and Ile 42 are equivalent residues in Arf6 and Arf1, respec-
tively), converts the GDP-binding properties of Arf6 to those of
Arf1. Thus, GDP-bound Arf1 and Arf6 have different conforma-
tions. This could explain how ArfGEFs discriminate between Arf1
and Arf6 and suggests a model for the GDP/GTP cycle of Arf6.

Arf6: topology for the nucleotide/membrane switch
The crystal structure of full length, non-myristoylated Arf6–GDP

a

b

Fig. 1 Structure of Arf6–GDP. a, Structure-based sequence alignment.
Residues that differ between Arf1 and Arf6 are in red. b, Superposition
of Arf1–GDP14 and Arf6–GDP. The superposition excluded the N-terminal
helix and linker, the switch regions and the interswitch loop (r.m.s. devia-
tion of Cα is 0.6 Å). Superimposable regions and the GDP nucleotide are
in gray and are shown only for Arf6 for clarity. GDP is shown as a ball-
and-stick model. Diverging regions are shown for both Arf1 and Arf6,
with Arf6 in bright colors and a continuous outline, and Arf1 in pastel
shades and a dotted outline. The N-terminal helix is yellow, the linker
green, the switch I purple, the switch II blue and the interswitch loop
red. The flexibility of the switch II in Arf1 is denoted by dashed lines. The
figure was drawn with Molscript36.
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was solved at 2.28 Å resolution (Fig. 1). The N-terminus, which is
shorter than that of Arf1 by four residues, is folded into an 
α-helix that is positioned in the hydrophobic pocket opposite the
nucleotide binding site, similar to that of Arf1–GDP. The missing
residues do not shorten the helix as expected from sequence
alignments, but instead shorten the linker that connects the helix
to the protein core. As observed in Arf1–GDP, the interswitch
region is buried in the protein core and interacts with the switch I
region, which forms an ordered β-strand. Thus, it is likely that the
structural principles for the activation of Arf6 closely mimic
those for the activation of Arf1, including rearrangements of the
N-terminus and the interswitch region (S.P, J.M & J.C. unpub-
lished observations from the low resolution structure of
Arf6–GTPγS). As a consequence, the localization of Arf6–GDP to
membranes in cells does not arise from the inability of its N-ter-
minal helix to bind in a pocket in the protein core (see below).

Conformation of the switch regions
The switch machinery in Arf1 comprises the N-terminal helix
and its linker to the protein core, the interswitch and the switch I
and II regions14–18. The structure of Arf6–GDP reveals that the
switch components are also the regions where Arf1 and Arf6
diverge most, while other regions have essentially the same main
chain conformation (Fig. 1b).

The switch II region of Arf6–GDP has an ordered conforma-
tion, in contrast to Arf1–GDP, which is highly flexible. Because
there are only weak crystal contacts near the switch II region, it is
unlikely that the conformation observed here is due to crystal
packing. It forms a 310-helix as the switch II in Arf1–GTP (ref. 17;
Fig. 1b) except that it is rotated by 25° so that the DVGGQ motif
at its N-terminal end cannot bind the γ-phospate of GTP. The dif-
ference in the degree of order between Arf1 and Arf6 can be
accounted for by the length of the linker, and by sequence changes

in the switch II and interswitch regions (Fig. 2). In
Arf1, Arg 19 in the linker and Asn 84 in the C-termi-
nal region of switch II form a hydrogen bond that
cannot form in Arf6 between Arg 15 and Gly 80. This
leaves an empty space that is filled by the side chains
of Lys 58 and Asn 60 from the interswitch region,
which are bulkier than Ser 62 and Thr 64 in Arf1 and
push the switch II region by its C-terminal end.

The switch I region in Arf6 is displaced essentially as
a rigid body by 2 Å on average compared to Arf1–GDP
(Fig. 1b). This displacement involves the interswitch
region and an alternative interaction for Ser 38 (Ile 42
in Arf1) near the GDP binding site. The largest devia-
tions are found upstream of switch I, up to over 5 Å
near Gly 36 (Gly 40 in Arf1). Two residues, Leu 35
(Leu 39 in Arf1) and Asn 56 (Asn 60 in Arf1), which
are buried in Arf1–GDP, are exposed in Arf6–GDP.
This allows the interswitch region in Arf6 to pivot rela-

tive to two hinge residues, Thr53 and Lys58 (Glu57 and Ser62 in
Arf1), thereby pushing the switch I by its N-terminal end. The shift
of the switch I region is strengthened by a hydrogen bond between
Ser 38 and Glu 50 in the interswitch region that cannot be made by
Ile 42 in Arf1 (Figs 2b, 3a, see below).

In contrast, the structure of Arf6–GDP shows that regions
where the sequences are different, such as the binding site for Arf
GTPase activating protein (ArfGAP) in the C-terminal half of the
protein22, have the same backbone conformation in Arf1 and
Arf6. Thus, regions where the sequences are divergent but the
conformation is the same combine with regions of similar
sequence but different conformations to build Arf proteins with
unique structures.

Role of the sequence difference at Ser 38/Ile 42
The replacement of Ile 42 (Arf1) by Ser 38 (Arf6) is the only
one that affects the configuration of the nucleotide binding
site, driving Glu 50 (Glu 54 in Arf1) to form alternative interac-
tions (Fig. 3a). The Glu 50–Ser 38 hydrogen bond in Arf6 is
replaced in Arf1 by a hydrogen bond between Glu 54 and Thr
31 (refs 14,16,22), the invariant threonine that binds Mg2+ and
the β-phosphate of GDP. Glu 54 is therefore in the coordina-
tion sphere of Mg2+ in Arf1 whereas Glu 50 in Arf6 is not.

To assess the role of Ser 38/Ile 42 in the affinity of Arf isoforms
for GDP, we compared the kinetics of GDP dissociation from
∆17Arf1 and ∆13Arf6, with or without mutations at this position
(Fig. 3b). At physiological Mg2+ concentration (1mM), ∆13Arf6
exchanged GDP about four times faster than did ∆17Arf1.
Replacement of Ser 38 by Ile in Arf6 reduced the rate of GDP dis-
sociation to its level in Arf1. Conversely, replacement of Ile 42 by
Ser in Arf1 increased its GDP dissociation rate to that of Arf6.

Since Ser 38 withdraws Glu 50 from the coordination sphere of
Mg2+ in Arf6–GDP, we studied the dissociation of GDP as a func-

Fig. 2 Structural changes between Arf1 and Arf6. 
a, Close-up view of the most divergent regions. Arf6 is
shown in blue, Arf1 in white. Differences are located at
the N-terminal helix, the linker, the switch I and II regions
and the interswitch loop. Sequence changes important
for the distinctive conformation of Arf6 are shown in red;
their counterparts in Arf1 are in yellow and are labeled
with an asterisk. The β-strands in the interswitch region
have similar conformations in Arf1 and Arf6 and are
shown for Arf6 only (in gray). The orientation is as in Fig.
1b. b, Stereo view of the Fo - Fc electron density map near
the Ser 38–Glu 50 hydrogen bond, contoured at 3σ, with
shown residues omitted from the calculation.

a

b
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tion of Mg2+ concentration (Fig. 3c). The apparent affinity for
Mg2+ was higher for Arf1 and Arf6 carrying an isoleucine than for
their counterparts with a serine. Thus, the nature of the residue at
position 38 (or 42 in Arf1) modulates the kinetics of GDP dissoci-
ation by allowing or preventing Glu 50 to stabilize Mg2+ in the
nucleotide binding site; this also confirms that the structure of
Arf6–GDP in the crystal is relevant to its conformation in solution.
This endows the Thr 31/Glu 54 tandem in Arf1–GDP, but not Thr
27/Glu 50 in Arf6–GDP, with a role similar to that of the Ser 17/Asp
57 pair in Ras23. Since Glu 54 interacts with the exchange factor in
the nucleotide-free complex of Arf1 with the yeast ArfGEF Gea2
(ref. 17), its alternative conformation in Arf6 may also contribute
to the recognition of Arf6 by specific exchange factors.

Structural basis for the specificity of ArfGEFs
Switch regions are pivotal for the communication of small 
G proteins with regulatory and effector proteins. As the sequences
in these regions are almost identical in Arf1 and Arf6, one would
predict that they would have the same conformation and that they
would not be readily distinguishable by the different proteins that
interact with them. The major finding of our structural and bio-
chemical study of Arf6–GDP is that sequence differences between
Arf6 and Arf1 outside the switch regions result in structural differ-
ences in the switch regions. These differences result in distinctive
nucleotide binding properties and are large enough to affect pro-
tein–protein interactions. Thus, Arf6–GDP displays structural fea-
tures that allow it to be distinguished from Arf1–GDP. Major
partners of GDP-bound G proteins are their GEFs. GEFs form an
initial, low affinity complex with GDP-bound G proteins that iso-
merize to form the high affinity, nucleotide-free complex24.

Kinetics experiments have shown that several ArfGEFs have a
marked preference for either Arf1 or Arf6 that depends on their
Sec7 domain25–29, although the issue of specificity is unclear in the
case of the ARNO family of ArfGEFs. The EFA6 ArfGEF, for
instance, catalyzes GDP dissociation from Arf6 but does not act on
Arf1 (ref. 28). In addition, the catalytic residues of Sec7 domains,
which bind the switch regions of Arf proteins17,30, display sequence
variations that may influence their interactions with Arf. We pro-
pose that a certain Arf is recognized by a specific ArfGEF at the ini-
tial GDP-containing complex stage, rather than at the
nucleotide-free stage. Moreover, we suggest that GDP-bound Arf1
and Arf6 are distinguishable by the different conformations and
flexibility of their switch regions. Recognition by ArfGEFs of their
cognate Arf proteins may also contribute to ensure that GTP
bound Arfs are correctly localized, as the localization of ArfGEFs is
likely to control that of Arf proteins. Subsequent isomerization of
the switch regions may eventually yield a nucleotide-free transi-
tion complex in which the conformations of the switch regions in
Arf1 and Arf6 become similar as in the Arf1–Gea2 complex17, pro-
vided that specific interactions at the initial stage have prevented
the isoforms from being mixed up. This also suggests that while
specificity is required when Arf proteins are in the GDP-bound
form, further discrimination is probably provided by the assembly
of functional complexes, such as coatomers, into which incorpo-
ration of illegitimate effectors or regulators becomes unlikely.

The structure of Arf6–GDP and our comparative analysis of
GDP dissociation rates also provide novel insights into the uncon-
ventional cellular cycle of Arf6. Our results reveal that Arf6 has the
structural framework of the dual membrane/nucleotide switch that
was described for Arf1. Thus, its predominant localization to mem-

a

b c

Fig. 3 Role of the Ser 38–Glu 50 hydrogen bond. a, Stereo view of the interactions of Ser 38 in Arf6 and Ile 42 in Arf1. Hydrogen bonds and the interac-
tion of Mg2+ with Thr31 in Arf1–GDP are indicated by dashed lines. Ser 38 forms a hydrogen bond with Glu 50, which replaces a hydrogen bond in Arf1
between Glu 54 and Thr 31. Thr 27 and GDP in Arf6 have the same conformation as Thr 31 and GDP in Arf1 and are not shown for clarity. The Mg2+ ion is
not present in all Arf1–GDP structures, and may be replaced by an ammonium ion in Arf6–GDP. b, Kinetics of spontaneous GDP/GTP exchange from
∆13Arf6 and ∆17Arf1 carrying either a Ser or an Ile at position 38 (Arf6) or 42 (Arf1). Fluorescence changes are expressed as the percentage of maximal
fluorescence. Measurements were performed at physiological free Mg2+ concentration (1 mM). GDP dissociation rates are higher for both Arf1 and Arf6
when the residue is a Ser (3 × 10-3 s-1 for ∆13Arf6, 6 × 10-4 s-1 for ∆13Arf6(S38I), 7 × 10-4 s-1 for ∆17Arf1 and 2 × 10-3 s-1 for ∆17Arf1(I42S)). c, Apparent affin-
ity for Mg2+ of ∆13Arf6 (wild type or S38I) and ∆17Arf1 (wild type or I42S) estimated from the [3H]GDP dissociation rate as a function of Mg2+ concentra-
tion. A Ser residue lowers the affinity for Mg2+ compared to Ile for both Arf isoforms.
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branes, which is not affected in mutants locked in the GDP form6,
is not due to its inability to adopt the conformation that has  low
affinity for membranes. This observation suggests that Arf6–GDP
may interact with a membrane bound protein, and such interac-
tion may also inhibit GDP dissociation from Arf6 in vivo, thus pre-
venting its higher spontaneous rate of GDP dissociation to yield
constitutive activation. The only partners of GDP bound Arf pro-
teins described to date are the βγ-subunits of heterotrimeric G pro-
teins9,31, whose role in the function of Arf6 is still unclear.

In conclusion, differences at the N-terminus linker combine
with discrete sequence changes to define a conformation of the
switch regions in Arf6–GDP that distinguish it from that of
Arf1–GDP. These differences could explain how different GEFs
discriminate between different Arfs. Because multiple regions
contribute to the differences between Arf1 and Arf6 it is unlikely
that Arf1 and Arf6 can be interconverted solely by switching their
N-terminal helices. The structure of Arf6–GDP provides a strik-
ing illustration that proteins with sequence identity as high as
70% may turn out to have unexpectedly divergent conforma-
tions that are directly relevant to how they function in the cell.

Methods
Structure determination. Human ARF6 cDNA was subcloned into
the pET3a vector, expressed in the BL21 (DE3) strain of Escherichia coli
and purified to homogeneity. Arf6 was loaded with GDP prior to crys-
tallization by incubation with 2 mM EDTA and 5 mM GDP, followed by
addition of 5 mM MgCl2. A unique crystal appeared after several
months in a hanging drop containing equal volumes of Arf6–GDP at
5.8 mg ml-1 and 2 M ammonium sulfate in 0.1 M Tris/HCl at pH 8.5.
Diffraction data were collected at 4 °C at the LURE synchrotron on
beamline W32 (λ = 0.963 Å). Intensities were integrated with DENZO
and scaled with SCALEPACK32. The crystal belonged to space group
P6122, with one molecule per asymmetric unit and 35% solvent.

Statistics for the structure determination are summarized in
Table 1. The structure was solved by molecular replacement with
AMoRe33 using Arf1–GDP (PDB accession code 1HUR) as a search
model14. Refinement was carried out with the maximum likelihood
method implemented in Xplor98 (MSI), in alternation with graphi-
cal building using TURBO-FRODO34. Electron density in the vicinity
of the GDP phosphates was not compatible with interacting dis-
tances of Mg2+ (2.1–2.3 Å range), and was modeled as a NH4

+ ion.
Cys 155 displays additional electron density that was modeled as a
dithiothreitol (DTT) molecule.

Mutagenesis and kinetics. ∆17Arf1, ∆13Arf6, ∆17Arf1(I42S) and
∆13Arf6(S38I) were expressed in E. coli, purified as described35 and
loaded with GDP by incubation for one hour at 37°C in the pres-
ence of 1µM free Mg2+ and 200µM GDP. Proteins were dialyzed

against 50 mM HEPES at pH 7.5, 100 mM KC1, 1 mM MgC12, 1 mM
DTT and 5 µM GDP (HKM buffer).

Spontaneous nucleotide exchange from the different constructs
was monitored by tryptophan fluorescence35 at 37 °C with 1µM of
Arf protein in HKM buffer (1mM free Mg2+). The reaction was initi-
ated by the addition of 50 µM GTPγS. As ∆17Arf1 and ∆13Arf6(S38I)
have a slow spontaneous exchange, EDTA was injected after 12 min
reaction in order to reach the plateau. The exchange activity was
expressed as a percentage of the total amount of protein loaded
with GTPγS represented by the plateau. Data were fitted as a single
exponential where the rate constant is the off rate of GDP.

The apparent affinity of the different constructs for Mg2+ was
assayed by measuring [3H]GDP dissociation rates at variable concen-
trations of Mg2+ as described15. Briefly, Arf proteins were incubated
in a twofold excess of [3H]GDP (∼1000 dpm pmol-1) for 15 min at 37 °C
in HKM buffer containing 2 mM EDTA (free [Mg2+] ∼1 µM). Proteins
were then diluted to 1 µM in the same buffer containing free Mg2+

concentrations ranging from 1 µM to 10 mM. Nucleotide dissociation
was monitored as the loss of protein bound radiolabel following
addition of 0.1 mM GDP. The apparent affinity for Mg2+ was estimat-
ed as the magnesium concentration that causes 50% of the maxi-
mum variation of the rate of GDP dissociation (EC50).

Coordinates. Coordinates and structure factors have been deposit-
ed in the Protein Data Bank (accession code 1E0S).
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Table 1 Statistics for X-ray structure determination

Space group P6122
Unit cell parameter a = b = 55.66 Å, c = 194.95 Å, 

α = β = 90°, γ = 120°.
Measured reflections 76,362
Unique reflections 8,748
Completeness (%) 98.5
Resolution range (Å) 30–2.28
Rsym (%) 6.4
R-factor (%) 17.2
Rfree (%) 23.4
R.m.s. deviations

Bond lengths (Å) 0.011
Bond angles (°) 2.217

Average B-factor (Å2) 17.9
Number of water molecules 92
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B-Données expérimentales

Nous avons résolu la structure de Arf6-GDP à une résolution de 2,2 Å par

remplacement moléculaire en utilisant comme modèle Arf1-GDP (code PDB 1HUR)

((Amor, 1994) et ((Greasley, 1995)).

La protéine Arf6 humaine, entière, non myristoylée et de type sauvage a été

exprimée dans E. Coli et purifiée par nos collaborateurs de l’Institut de

Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire du CNRS de Valbonne : Michel Franco et Eric

Macia.

1-Cristallisation de Arf6-GDP

Echange du nucléotide. Pour être cristallisée, Arf6 doit être  homogène, ce qui

n'était pas le cas ici. En effet, une partie de la protéine est liée au GDP l’autre au

GTP. Par conséquent, pour obtenir une préparation homogène de Arf6-GDP, nous

devons échanger les nucléotides présents (GDP et GTP) contre celui que nous

désirons, le GDP. Pour cela, Arf6 est placée en présence d'EDTA, pour chélater le

magnésium libre dans la solution, et celui présent dans le site nucléotidique. La

chélation du magnésium aura pour effet d’augmenter la dissociation du nucléotide de

la protéine. Arf6 vidée de son nucléotide est alors mise en présence d'un excès de

GDP. Puis, la réaction de chélation du magnésium par l’EDTA est contrebalancée par

l’ajout d'un excès de magnésium. Le magnésium est à nouveau disponible pour

stabiliser le nucléotide au sein de la protéine. Arf6 est alors chargée en GDP en

présence de magnésium.

Cristallisation. Arf6-GDP a été préparée dans une solution de Tris/HCl 50mM pH 8,

MgCl2 4mM, DTT 1mM et 5mM de GDP. Nous avons obtenu un unique cristal de taille

moyenne (environ 200x100x50µm3) (fig.21) par diffusion de solvant en phase

gazeuse en goutte pendante à 18°C. La goutte contenait à volume égal (1µl /1µl) :

Arf6-GDP à 5,8mg/ml et une solution de cristallisation composée par du sulfate

d’ammonium à 2M et du Tris/HCl à 100mM pH 8.5. Nous n'avons pas réussi dans les

mêmes conditions, ni dans d'autres à reproduire cette forme cristalline ni d’autres de

Arf6-GDP. Nous avons stabilisé le cristal dans une solution de 2.2 M de Sulfate



Figure 21: Cristal de Arf6-GDP. Taille  200x100x50µm3. Cristallisation de Arf6-GDP par la

méthode de diffusion de solvant en phase gazeuse en goutte pendante. La goutte contenait
à égal volume Arf6-GDP (5,8mg/ml) et du sulfate d’ammonium (2M) et Tris/HCl  (100mM,
pH 8,5).
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d’Ammonium (100mM Tris/HCl pH 8.5), puis l'avons monté en capillaire pour

l'exposer aux rayons X à 4°C.

Une caractéristique particulière de ce cristal est le temps qui lui a été nécessaire

pour apparaître : environ 8 mois. La présence d'une molécule de DTT fixée par

liaison covalente sur la cystéine 159 de Arf6-GDP dans notre cristal (Chapitre 2-II-C-

2) a pu modifier à un moment donné les paramètres physico-chimiques dans la

goutte. De plus, il est possible qu'au cours des 8 mois la graisse qui scelle la lamelle

au puits ait séchée, ce faisant les conditions de cristallisation dans la goutte et dans

le puits ont pu être modifiées par évaporation. Il est possible aussi, qu'au cours du

temps un équilibre se soit établi entre les ions ammonium du sulfate d'ammonium et

l'ammoniac, cet équilibre aura eu pour effet de faire varier la valeur du pH dans la

goutte. L’un ou l’autre de ces paramètres peut avoir joué un rôle dans la

cristallisation de Arf6-GTPγS.

2-Collecte et traitement des données cristallographique

Collecte des données cristallographiques. Un jeu de données

cristallographiques a été enregistré sur ce cristal à 4°C au synchrotron du LURE à

Orsay, à une longueur d’onde de 0.9637 Å. Le cristal a diffracté entre 30 et 2.3 Å. Le

Rsym (fig.15), qui est un facteur de la qualité interne des mesures des reflections

équivalentes pour chaque réflexion unique est faible, indiquant que les intensités du

jeu de données cristallographiques sont bien mesurées. Ce jeu est complet à 98,5 %.

(Voir statistique dans la table 1 de l'article 2).

Traitement des données cristallographiques. Le traitement des données

cristallographiques a été effectué avec les logiciels DENZO et SCALEPACK

(Otwinowski, 1993). L'indexation des taches de diffractions des rayons X a permis de

caractériser le système cristallin auquel appartient le cristal de Arf6-GDP : il s'agit du

système cristallin hexagonal. Après avoir indexé et intégré les données

cristallographiques dans les différentes classes de Laue cohérentes avec le système

hexagonal, nous avons poursuivi le traitement des données avec les groupes

d'espaces constituants la classe de Laue pour lequel les meilleures statistiques ont

été obtenues. Il s'agit des groupes d'espaces P6122, P6222, P6322, P6422 et P6522.
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Ces groupes d'espaces peuvent  être classés en 3 sous-groupes selon les conditions

d'existence des réflexions. Les extinctions systématiques des réflexions ont permis de

distinguer entre les 3 sous-groupes, lequel était le bon. Les extinctions systématiques

identifiées sont cohérentes avec les conditions d'existence des réflexions du sous-

groupe composé par les groupes d'espaces P6122 et P6522 ((0,0,l) avec l=6n).  A ce

stade du traitement, ces deux groupes d'espaces ne peuvent être distingués, le

remplacement moléculaire permettra de le faire (voir les statistiques dans la table 1

dans l'article 2).

A partir du volume de la maille (519808 Å3) et du poids moléculaire de Arf6

(20 kDa), il a été estimé qu’une molécule de Arf6 est présente dans l’unité

asymétrique (Matthews, 1968).

Pour pouvoir déterminer les paramètres de chaque atome de la protéine (les 3

coordonnés spatiales (x,y,z) et le facteur d’agitation thermique), il faut connaître un

nombre beaucoup plus grand de données expérimentales indépendantes (données

connues) que de paramètres (données inconnues). Arf6 est composée par 1398

atomes et le GDP par 33 atomes, on doit déterminer au moins 4x1431=5724

paramètres. Le jeu de données que nous avons enregistré est composé de 8748

réflexions indépendantes. Le nombre de données connues (réflexions) est donc

supérieur au nombre de données inconnues (coordonnées spatiales et facteur

d’agitation thermique), ce qui permettra théoriquement de résoudre la structure.

3-Remplacement moléculaire et Affinement

Remplacement moléculaire. Le remplacement moléculaire de Arf6-GDP a été

effectué avec AMoRe 97 (Navaza, 1994) dans une gamme de résolution de 15 à 3,5

Å en utilisant deux modèles : Arf1-GDP (code PDB 1HUR) ((Amor, 1994) et

(Greasley, 1995)) (fig.20a ; voir Chapitre 2-I-C-3) et Arf1∆17-GDPNHP (fig.20b ; voir

Chapitre 2-I-C-3) (coordonnées fournies par l’auteur) (Goldberg, 1998). En effet,

nous ne savions pas si la structure de Arf6-GDP serait proche du repliement

particulier observé pour Arf1-GDP ((Amor, 1994) et (Greasley, 1995)) ou du

repliement général observé pour Arf1∆17-GDPNHP (voir Chapitre 2-I-C).

Contrairement à Arf1-GDP, Arf6-GDP est in vivo trouvée principalement associée aux

membranes et se charge en GTP sans la présence de membrane, in vitro. C'est



P6122 P6522

Arf1-GDP Facteur R = 47,7 %

Corrélation = 32,2%

Facteur R = 54,8%

Corrélation = 16,1 %

Arf1∆∆∆∆17-GDPNP Facteur R = 52%

Corrélation = 25,4%

Tableau III: Statistiques du remplacement moléculaire de Arf6-GDP. L e
remplacement moléculaire a été fait dans une gamme de résolution allant de 15 à 3,5 Å avec
le programme AMORE (Navaza, 94).
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pourquoi, la structure de Arf6-GDP pouvait être différente de celle de Arf1-GDP au

niveau de l’Interswitch et de l’hélice N-Terminale. Nous avons donc effectué le

remplacement moléculaire de Arf6-GDP en utilisant comme modèle d'une part Arf1-

GDP (sans modification du modèle) et d'autre part Arf1∆17-GDPNHP (sans

modification du modèle), dans les groupes d'espaces P6122 et P6522 distinctement.

Le facteur R et le facteur de corrélation (fig.15), indicateurs de la qualité de l’accord

entre les facteurs de structures observés et calculés pour le remplacement

moléculaire sont les meilleurs pour la solution en P6122 en utilisant comme modèle

Arf1-GDP (tab.III).

Affinement de Arf6-GDP. L'affinement de Arf6-GDP n'a rencontré aucune difficulté

particulière, les cartes de densité électronique étaient bien définies sur toutes la

structure (chaîne latérales comprises), même là où le modèle (Arf1-GDP) divergeait.

Il a donc été possible dans un premier temps de construire presque entièrement la

structure de Arf6-GDP graphiquement. Puis, des minimisations énergétiques ont été

réalisées avec le logiciel X-plor98 (MSI, 1998) en utilisant des méthodes de

convergences utilisant les maximums de vraisemblance. Pour finir, des molécules

d’eau en interaction avec la protéine ont pu être modélisées dans des îlots de densité

électronique. (Voir les statistiques de l'affinement dans la table 1 de l'article 2). Les

cartes de densité électronique sont calculées par la combinaison pondérée des

données expérimentales et des données calculées (fig.15). La pondération des

données permet de s’affranchir le plus possible du biais introduit par les données

calculées du modèle. Les cartes 2Fobs-Fcalc et Fobs-Fcalc ont été calculées avec les

programmes du package CCP4 (Collaborative Computing Project number 4). Les

régions de la protéine qui sont mal modélisées ont été reconstruites en utilisant des

cartes de densité électronique calculées en omettant ces régions du calcul, ce qui

aura pour effet de diminuer l’erreur dû au modèle.

Qualité du modèle. Après l'affinement de la structure, la qualité du modèle est

évaluée par un certain nombre de critères, qui incluent les facteurs R et Rfree, et les

écarts quadratiques moyens par rapport à une stéréochimie idéale (rmsd) des

longueurs et des angles de liaisons. Au cours de l'affinement de la structure de Arf6-
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GDP, les facteurs R et Rfree ont diminué de 55 et 58% jusqu'à une valeur de 17,2%

et 23,4 % respectivement. L'écart quadratique moyen par rapport à une stéréochimie

idéale des longueurs et des angles de liaisons est égal respectivement à 0,011Å et

2,217°, indiquant que la structure de Arf6-GDP possède une bonne stéréochimie

(table 1 de l'article 2).

C-Particularités de la structure

1-Absence du magnésium dans le site nucléotidique

Le magnésium est un co-facteur essentiel pour les petites protéines G. Il a été

montré chez H-Ras, Rab5 et Rab7 que le magnésium possède une forte affinité (nM)

pour la forme GTP et une affinité plus modéré (µM) pour la forme GDP de ces

protéines ((John, 1993) et (Simon, 1996)) (description de la coordination du

magnésium dans le site nucléotidique des petites protéines G dans la figure 6).

Résultat. Au cours de l'affinement de la structure, plusieurs îlots de densité

électronique ont été observés au niveau du site du magnésium. La configuration

particulière et l'intensité de ces îlots de densité électronique, nous a amené à nous

demander si nous étions en présence d'un site classique contenant du magnésium

(fig.6) ou d'un réseau de molécules d'eau sans magnésium. En effet, la densité

électronique de ces îlots est faible. Cependant, il est possible que le magnésium soit

présent avec un taux d'occupation inférieur à 1, et dans ce cas expliquerait pourquoi

la densité électronique est faible. Nous avons éliminé cette possibilité car bien que la

position du GDP (principalement le phosphate β) et de la thréonine du motif PM1 [T]

soient correctement positionnées pour coordiner le magnésium (fig.6), les îlots de

densité électronique ne sont pas coordinés par 6 ligands de façon à obtenir une

coordination octaédrique caractéristique du magnésium (avec des distances

caractéristiques magnésium/ligands autour de 2Å). De plus, nos collaborateurs Eric

Macia et Michel Franco ont montré en suivant la vitesse de dissociation du [H3]GDP

(fig.3c dans l’article 2) que Arf6∆13 (50µM) a une affinité moins importante pour le

Mg2+ que Arf1∆17 (250µM).



96

Présence d'un ion ammonium dans le site nucléotidique ? La cristallisation de

Arf6-GDP s'est faite dans des conditions contenant 2M de sulfate d'ammonium

((NH4)2SO4).  Il a été montré, que le sulfate d’ammonium à des concentrations

supérieures à 100mM, augmente la vitesse de dissociation du GDP de c-H-Ras d'un

facteur 1000 à 10.000 (Mistou , 1992). Dans ces conditions, il est fort probable que

le magnésium soit éliminé du site nucléotidique et puisse être remplacé par un ion

ammonium présent en concentration élevée dans le milieu. De plus, la coordination

de l’atome décrit par la densité électronique observée à l ‘emplacement du

magnésium est similaire à la coordination (distance, angle et nature chimique de la

liaison) d'un ion ammonium proposé par Parello et Coll. dans la structure de la

Parvalbumine résolue à 0.91 Å (Declercq, 1999) et par Samama et Coll. dans la

structure d'un domaine de FixJ (Birck, 1999).

Les autres structures de petites protéines G sans magnésium. La structure

de Arf1-GDP de rat (Greasley, 1995) possède un magnésium dans le site

nucléotidique, avec un facteur d'agitation thermique élevé par rapport au facteur

d'agitation thermique moyen de la structure. Ce magnésium possède une

coordination à 5 ligands et un faible taux d'occupation. Ces observations ont conduit

Greasley et Coll. à proposer que le magnésium de leur structure soit partiellement

remplacé par une molécule d'eau, malgré la présence de 1mM de Mg2+ dans les

conditions de cristallisation. De plus, ils ont étudié l'affinité de Arf1 de rat pour le

GDP en absence de magnésium (chélaté par de l'EDTA), et ont montré que Arf1 de

rat charge le GDP sans la présence de magnésium (Greasley, 1995). De plus, la

structure de Arf1-GDP humain (Amor, 1994) possède un ion coordiné par 7 ligands

dans le site nucléotide, interprété comme étant un Mg2+ par les auteurs. Greasley et

Coll. proposent qu'il s'agisse plutôt d'un Ca2+, car ce cation présent dans les

conditions de cristallisation (150mM) et contrairement au Mg2+ qui peut être coordiné

par 7 ligands.  Ces résultats semblent indiquer que la protéine Arf1-GDP se dissocie

facilement, dans certaines conditions du magnésium. Greasley et Coll. proposent que

la coordination particulière du magnésium de leur structure puisse être liée à la

conformation particulière du Switch I (brin β2E, conformation ouverte) qui expose le

site nucléotidique au solvant (conformation ouverte du Switch I), et/ou au fait que le
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motif PM3 [DVGGQ], habituellement impliqué dans la coordination du magnésium

(fig.6) soit décalé de 2 résidus, ce qui aurait pour effet de modifier l'environnement

du site nucléotidique. Très récemment, la structure de Arl3-GDP sans magnésium a

été résolue (communication personnelle de Louis Renault). Les auteurs proposent

que l’absence du magnésium ne soit pas la conséquence d’artefacts de cristallisation

(présence de 2m de sulfate d’ammonium dans les conditions de cristallisation), mais

plutôt la conséquence de propriétés intrinsèques de la protéine. Ils ont montré par

fluorescence que Arl3 fixe aussi bien le mantGDP en présence de magnésium, qu’en

absence de magnésium. De plus, la structure montre que la substitution du

glutamate 54 de Arf1 (impliqué dans la coordination du magnésium) par une lysine

(fig.17) gène stériquement la présence du magnésium. Ces résultats semblent

indiquer que la fixation du GDP de Arl3 soit indépendante du magnésium.

La structure de RhoA-GDP sans magnésium (Shimizu, 2000) (conséquence

potentielle de la présence de 0,6M de Li2SO4 dans les conditions de cristallisation)

montre que le Switch I adopte une conformation ouverte (éloigné du site

nucléotidique) très différente de celle de la structure de RhoA-GDP-Mg2+

(conformation fermée proche du site nucléotidique, fig.8b) (Wei, 1997). Ces résultats

montrent que l'absence de magnésium entraîne des changements de conformation

importants au niveau du Switch I de RhoA.

2-présence d'une molécule de DTT au niveau de la cystéine du motif G3

[CAT] (fig.22)

Au cours de l’affinement de la structure de Arf6-GDP, une excroissance continue

de densité électronique a été observée à l’extrémité de la cystéine 155. Le

séquençage de l’ADN recombinant de Arf6 utilisé pour produire la protéine cristallisée

a été effectué (séquençage fait à l'institut de Pharmacologie Moléculaire et cellulaire)

et a montré qu'aucune mutation accidentelle n'avait eu lieu dans la protéine, et qu’il

s’agissait bien d’une cystéine. Nous avons cherché ensuite quel type de composé

chimique est susceptible de se fixer de façon covalente sur une cystéine, en accord

avec les conditions de préparation et de cristallisation de Arf6. La molécule de DTT

(Dithiothreitol) semble être le seul composé présent dans les conditions de



Figure 22: Densité électronique de la cystéine 159 et de la molécule de DTT . la
carte de densité électronique (Fo-Fc à 2 sigmaa) a été calculée en omettant la cystéine et
le DTT des calculs. Les atomes jaunes représentent les carbones, les rouges les oxygènes,
le bleu l'azote et les verts les soufres.
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préparation de Arf6 susceptible de former une liaison covalente avec le soufre d’une

cystéine. Le DTT est un réducteur, utilisé pour réduire les cystéines susceptibles de

former des ponts disulfure. Une partie de la molécule de DTT a pu être modélisée

dans l’excroissance de la densité électronique de la cystéine 155 ; l’autre moitié n'est

pas définie par de la densité électronique.

Il est intéressant de noter que la cystéine 155 appartient au motif G3 [CAT]

(voir Introduction-I-B-1) et que la présence de la molécule de DTT défavorise

l'interaction classique de ce résidu avec l'aspartate du motif G2 [NKQD] (fig.6).



Conclusions générales

et

 perspectives
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Conclusions générales et perspectives

Les protéines Ras et les protéines Rap appartiennent à la même famille de

petites protéines G et partagent environ 70 % de similarité de séquence. Ces

protéines interagissent avec les mêmes partenaires, comme les protéines de la

famille des serine/thréonine kinases, Raf ou les facteurs d'échange des protéines Ral,

les Ral-GEF. Cependant, ces interactions n'activent pas les mêmes voies de

signalisation, suggérant que celles-ci ne se fassent pas de la même manière. De plus,

les protéines Ras et Rap1 sont activées ou activent des partenaires différents,

comme certains facteurs d'échange ou certains effecteurs. Par exemple, GFR est un

facteur d'échange spécifique des protéines Rap, mais pas des protéines Ras, malgré

la présence d'un domaine CDC25, présent aussi chez les facteurs d'échange de Ras

(Ichiba, 1999). De même, RGS14 qui est une GAP pour les sous-unités α des

protéines G hétérotrimérique interagit avec les protéines Rap, mais pas avec H-Ras

(Traver, 2000). Ces observations suggèrent que les protéines Ras et les protéines

Rap sont, d'une part reconnues par les mêmes partenaires et d'autre part  reconnues

de façon plus spécifique par un partenaire en particulier. Les protéines Rap1 et Rap2

qui partagent 80 % de similarité de séquence interagissent avec des partenaires

identiques, mais sont aussi reconnues par des partenaires spécifiques. Par exemple,

le facteur d'échange C3G stimule la dissociation du GDP sur Rap1, mais pas sur Rap2

(van den Berghe, 1997).  De la même manière, la protéine RPIP8 qui est un

effecteur spécifique de Rap2 n'interagit pas avec Rap1 (Janoueix-Lerosey, 1998). Ces

observations suggèrent que des protéines fortement similaires sont assez différentes

pour être reconnues par des partenaires spécifiques.

De la même manière, les protéines Arf1 et Arf6 possèdent 84 % de similarité

de séquence et des régions Switch presque identiques, suggérant que ces protéines

auront une structure tridimensionnelle presque identique et partageront les mêmes

partenaires. En effet, ces protéines sont activées et activent des partenaires

identiques, comme le facteur d'échange ARNO, la protéine activatrice de la GTPase

GIT1, ou la PLD. Pourtant, elles sont activées par ou activent des partenaires

différents. EFA6 par exemple est un facteur d'échange spécifique de Arf6, il n'active
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pas Arf1 (Franco, 1999). Par contre Arf-GAP1, une protéine activatrice de la GTPase

est active sur Arf1, mais pas sur Arf6 (Vitale, 2000). Ces observations suggèrent,

comme pour les protéines Ras et Rap, que les protéines Arf1 et Arf6 sont assez

ressemblantes pour partager certains partenaires, mais sont aussi assez différentes

pour être distinguées par des partenaires spécifiques.

Sur quelles bases structurales ces protéines sont-elles distinguées les unes des

autres par des partenaires, alors qu'elles sont fortement similaires en séquence, voire

presque identiques au niveau des régions connues pour être les sites de

reconnaissance et d'interaction ?

Les petites protéines G changent de conformation au cours du cycle structural

GDP/GTP ce qui permet à leur forme GDP et à leur forme GTP d'interagir avec des

partenaires différents. Nous savons à partir des différentes structures de petites

protéines G, seules et en complexe avec leurs effecteurs ou leurs protéines

régulatrices, que le Switch I et le Switch II peuvent subir diverses transitions

désordre/ordre au cours de leur cycle GDP/GTP (tableau II). En effet, le Switch I

peut être davantage désorganisé et le Switch II davantage organisé par l'interaction

avec leur GAP ou leur GEF ((Scheffzek, 1997), (Rittinger, 1997b), (Goldberg, 1998)

et (Boriack-Sjodin, 1998)), qu'ils ne le sont en complexe, respectivement avec du

GDP ou du GTP. De plus, différents partenaires cellulaires peuvent stabiliser

différentes conformations des Switch I et II, comme RasGAP (Scheffzek, 1997) et

SOS (Boriack-Sjodin, 1998). Ces observations tendent à élargir le concept basique

définissant les petites protéines G comme ayant seulement deux états

conformationnels, mais plutôt comme décrivant une multitude d'états

conformationnels via des transitions désordres/ordres. De plus, nous avons montré

que les changements de conformation au cours du cycle structural GDP/GTP de

Rap2A varient en longueur par rapport à ceux de H-Ras (Cherfils, 1997). En effet, le

Switch II de Rap2A (résidus 58-64) est plus court que celui de H-Ras (résidus 58-77).

L'hélice α2 qui fait partie du Switch II chez H-Ras, mais pas chez Rap2A possède une

orientation différente dans la forme GDP des deux protéines. Cette différence

contribue à la reconnaissance des partenaires des formes GDP des petites protéines
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G, les facteurs d'échange GDP/GTP. Ces résultats montrent que les changements de

conformation des petites protéines G ne sont pas équivalents d'une protéine à l'autre

malgré de forte homologie de séquence.

Les petites protéines G possèdent une plasticité structurale, qui suggère une

base structurale pour reconnaître différents partenaires et être distingueés les unes

des autres.

De plus, nous avons montré que deux protéines ayant des régions Switch

presque identique en séquence, pouvaient posséder des régions Switch

structuralement assez différents pour être reconnues par différents partenaires

cellulaires (Chapitre 2-II-A) (Menetrey, 2000). Ces différences de structures sont la

conséquence de quelques différences de séquence situées à l'extérieur des régions

Switch au niveau de régions charnières. Les alignements de séquences présentés au

chapitre 1 et 2 pour les protéines de la famille RAS et de la famille ARF montrent que

des différences de séquence sont observées pour ces protéines au niveau des

régions charnières des régions Switch, suggérant que là aussi des modifications au

niveau de la structure sont possibles. Les transitions désordre/ordre qui caractérisent

les changements de conformation observées pour les petites protéines G sont plus

ou moins facilitées par la nature des résidus "charnières". Les résidus "charnières" se

situent aux extrémités des régions qui change de conformations. Ils subissent des

contraintes stéréochimiques importantes qui permettent les changements de

conformation. Chez les petites protéines G, on retrouve fréquemment, mais pas

toujours des glycines au niveau des régions "charnières" des Swicth I et II. Les

différences d'énergies mises en œuvre par ces résidus peuvent être un moyen pour

les différents partenaires cellulaires de distinguer une protéine d'une autre. Par

exemple, les protéines Rap possèdent une glycine au début du Switch I (gly26)

(fig.10), remplacée par une asparagine  chez Ras. La glycine facilitera les

changements de conformation du Switch I des protéines Rap par rapport à ceux de

Ras. Bien que, les résidus "charnières" puissent être des éléments critiques de la

discrimination entre différentes protéines, ils ne sont en général pas impliqués dans

l'interaction protéine/protéine. En effet, Ras possède une glycine à la fin du Switch II

(Gly82 chez RAS2 de levure), qui est critique pour son activation par les facteurs

d'échange (Kavounis , 1991), mais qui n'interagit pas avec CDC25-SOS dans la
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structure du complexe Ras/RasSOS (Boriack-Sjodin, 1998). De plus, il a été montré

que la mutation de l'asparagine 26 (résidu "charnière" du début du Switch I) chez

Ras en glycine (résidu équivalent chez Rap) affecte la transduction du signal

(Shirouzu, 1992). Ces différences de séquences produisent de subtiles variations au

niveau de l'énergie mise en œuvre pour adopter de nouvelles conformations, soit en

augmentant la flexibilité des Switch I et II (cas de la glycine) soit en limitant la

flexibilité de façon plus ou moins importante. La substitution d'une glycine

"charnière" par un autre résidu, ou la substitution d'un résidu quelconque par une

proline, résidu possédant une stéréochimie particulièrement contrainte est observée

dans au moins un isoforme de chaque famille. Par exemple, la substitution Gly/Asn à

la fin du Switch II chez les protéines Arf ou la substitution Glu/Pro au début du

Switch II entre Rho et Rnd. Un autre exemple de l'importance de la nature du résidu

"charnière" est la présence d'une glycine à la fin du Switch I chez les protéines ARF,

RAN et RAB, que les protéines RAS et RHO ne possèdent pas (fig.4), et qui semble

permettre au Switch I des protéines Arf et Ran d'effectuer un changement de

conformation GTP -> GDP avec une amplitude plus importante que celui des

protéines RAS et RHO (voir Introduction-III-B-2).

La modélisation moléculaire permet de proposer un modèle pour une protéine à

partir de la structure d'un homologue, évitant ainsi les délais nécessaires à la

résolution d'une structure par des méthodes expérimentales. La modélisation du

cycle structural GDP/GTP de Rap2A à partir de celui de H-Ras n'aurait pas permis de

prédire le raccourcissement du Switch II de Rap2A (voir article en annexe A). De

même, la modélisation de Arf1-GDP à partir de H-Ras-GDP (36% de similarité de

séquence) n'aurait pas permis de prédire la conformation ouverte du Switch I, ni la

translation de l'Interswicth qui caractérise Arf1-GDP (voir Chapitre 2-I-C-3). De façon

encore plus frappante, la modélisation de Arf6-GDP à partir de Arf1-GDP (84 % de

similarité de séquence) n'aurait pas permis non plus de prédire les différences de

structure au niveau des régions Switch sur la base de quelques différences de

séquence en dehors de ces régions. Ces observations tendent à montrer que

lorsqu'une protéine présente une question précise, celle-ci mérite d'être étudiée

même si la structure d'un homologue est connue.
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Pour comprendre encore mieux les bases structurales qui permettent aux

petites protéines G, partageant de forte homologie de séquence d'être distinguées

par différents partenaires, il serait intéressant d'essayer de répondre aux questions

suivantes.

Les différences observées entre Arf1 et Arf6 qui partagent 84 % de similarité

de séquence font de ces protéines un modèle intéressant à étudier. Nous avons

montré que Arf1-GDP et Arf6-GDP possèdent des différences structurales assez

importantes pour être distinguées par leur facteur d'échange. Mais dans ces

conditions comment le facteur d'échange ARNO, qui est actif sur les deux protéines

Arf in vitro, reconnaît-il deux protéines structuralement différentes ? Le mécanisme

structural d'échange du nucléotide de Arf1 et de Arf6 par ARNO sont-ils différents

l'un de l'autre ? Pour répondre à cette question, il serait intéressant de connaître la

structure de Arf6 en complexe avec ARNO et de la comparer à la structure de Arf1 en

complexe avec ARNO. De plus, l'étude structurale de Arf6 et de Arf1 en complexe

avec des effecteurs communs aux deux protéines et des effecteurs spécifiques à

l'une d'entre elles, permettrait de comprendre les bases structurales qui permettent

la reconnaissance des différents effecteurs.



Annexes
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Annexe  A :  Article  de  l'étude  du  cycle structural

GDP/GTP de  Rap2A humain

L'étude du cycle structural GDP/GTP de la petite protéines G Rap2A a été

effectuée durant mon stage de DEA, dans le laboratoire d'enzymologie et de

Biochimie Structurales (LEBS), par Jacqueline Cherfils. J'ai participé à l'affinement

des structures de Rap2A-GDP et de Rap2A-GTP. Cette étude a fait l'objet d'une

publication dans l'EMBO Journal, qui est présentée ici.

Ce travail a été effectué durant mon stage de DEA, et pour cette raison n’a

aucune raison de figurer dans ce manuscrit de thèse. Cependant, j’ai souhaité

présenter l’article dont il a fait l’objet car la présentation de l’étude structurale de

Rap2A dans un complexe non catalytique avec le GTP (chapitre 1-II) s’appuie sur ce

premier travail. La présence de cet article permettra au lecteur si il le souhaite de

prendre connaissance de ce travail.

La résolution des structures de Rap2A a été faite par remplacement

moléculaire, en utilisant comme modèle la structure modifiée de H-Ras-GDP (PDB

1q21) à une résolution de 1,7Å pour Rap2A-GDP et de 2,5Å pour Rap2A-GTP. Les

points forts de cette étude sont les suivants:

�  La structure de Rap2A-GTP est la première structure de petite protéines G en

complexe avec son vrai substrat le GTP à avoir été résolue. Les petites protéines

G possèdent une activité GTPasique qui leur permettent d'hydrolyser le GTP en

GDP + phosphate inorganique. C'est pourquoi, des analogues non hydrolysables

du GTP, comme le GTPγS, le GDPNP ou le GDPCP sont utilisés pour la

cristallisation. La faible activité GTPasique de Rap2A (0,005 mn-1) (Lerosey,

1991), ainsi que l'empilement cristallin peuvent expliquer l'obtention de cristaux

de Rap2A en présence de son vrai substrat le GTP.



105

�  La résolution concomitante de la structure de Rap2A-GTPγS (analogue non

hydrolysable du GTP) et de la structure de Rap2A-GTP a permis de mettre en

évidence que la présence d'un analogue non hydrolysable du GTP dans le site

nucléotide plutôt que le vrai substrat (GTP n'entraînait pas de modification

structurale d'ordre général.

�  La structure de Rap2A-GTP a permis de mettre en évidence une nouvelle

interaction au niveau du site nucléotidique qui n'est pas observée dans la

structure de Rap2A-GTPγS. Cette interaction est faite entre la tyrosine 32 du

Switch I et le phosphate gamma du GTP, de la même manière que la thréonine

35 et la glycine 60 interagissent avec le phosphate gamma. La tyrosine 32 forme

aussi une interaction avec le NH de la glycine 13, qui lui-même interagit avec

l'oxygène qui relit le phosphate beta et gamma (Pβ-O-Pγ) du GTP. De plus, le

cycle aromatique de la tyrosine 32 est empilé par contacts hydrophobes sur la

cycle de la proline 34.

�  Les structures de Rap2A-GDP et de Rap2A-GTP ont permis d'observer pour la

seconde fois le cycle structural GDP/GTP d'une petite protéine G, et ainsi de

généraliser le modèle des changements de conformation des régions Switch

proposé pour H-Ras (1ère petite protéine G dont le cycle structural GDP/GTP a été

étudié) (Milburn, 1990). De plus, le cycle structural GDP/GTP de Rap2A a permis

de mettre en évidence que les changements de conformation des régions Switch

pouvaient avoir des longueurs différentes.

�  Le cycle structural GDP/GTP de Rap2A est caractérisé par une transition

désordre/ordre des régions Switch I et Switch II. En effet, les Switch I et II de

Rap2A-GDP sont désordonnés, l'échange du GDP contre du GTP stabilise ces deux

régions via l'interaction de trois résidus de la protéine (Tyr32, Thr35 et Gly60)

avec le phosphate gamma du GTP.
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Crystal structures of the small G protein Rap2A in
complex with its substrate GTP, with GDP and with
GTPγS

1991; Valenciaet al., 1991). The high-resolution structuresJacqueline Cherfils1, Julie Ménétrey,
of H-Ras bound to GDP (Milburnet al., 1990) and to theGérard Le Bras, Gisèle Le Bras,
non-hydrolysable GTP analogues GPPNP (Paiet al.,Isabelle Janoueix-Lerosey2,
1990) and GPPCP (Milburnet al., 1990) revealed twoJean de Gunzburg2, Jean-Renaud Garel
polypeptide stretches, termed switch I and II, that take onand Isabelle Auzat
different conformations according to which nucleotide is
bound. The switch I region (residues 30–40) had beenLaboratoire d’Enzymologie et de Biochimie Structurales,

UPR 9063-CNRS, Avenue de la Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette, mapped genetically as a site for interaction with effectors
France and2INSERM U-248, Institut Curie, Section de Recherche, (Willumsen et al., 1986), and the recent crystal structure
2, rue d’Ulm, 74231 Paris Cedex 05, France

of the H-Ras homologue Rap1A complexed with the Ras
1Corresponding author effector Raf has identified the molecular nature of these
e-mail: cherfils@lebs.cnrs-gif.fr interactions (Nassaret al., 1995, 1996). This region

probably constitutes a general docking site for the effectors
The small G protein Rap2A has been crystallized in of small G proteins. The switch II region, on the other
complex with GDP, GTP and GTPγS. The Rap2A– hand, is not essential for proper effector recognition, but
GTP complex is the first structure of a small G protein may interact with guanine nucleotide exchange factors
with its natural ligand GTP. It shows that the hydroxyl (reviewed in Polakis and McCormick, 1993). As most ofgroup of Tyr32 forms a hydrogen bond with the these data were obtained for H-Ras, it remains essentially
γ-phosphate of GTP and with Gly13. This interaction unsettled whether the numerous small G proteins ofdoes not exist in the Rap2A–GTPγS complex. Tyr32 is

the Ras family undergo the same GDP/GTP structuralconserved in many small G proteins, which probably
transition as H-Ras (Valenciaet al., 1991).also form this hydrogen bond with GTP. In addition,

The H-Ras structures, by locating essential protein–Tyr32 is structurally equivalent to a conserved arginine
nucleotide interactions, have also been a reference in thethat binds GTP in trimeric G proteins. The actual
longstanding debate on how the GTPase activity of smallparticipation of Tyr32 in GTP hydrolysis is not yet
G proteins works (reviewed in Maegleyet al., 1996). Theclear, but several possible roles are discussed. The
rate of hydrolysis of GTP is important for the duration ofconformational changes between the GDP and GTP
the association of the G protein with its GTP-specificcomplexes are located essentially in the switch I and
partners, and it is usually very low (compiled in ZerialII regions as described for the related oncoprotein
and Huber, 1995). The crystal structures of H-Ras defineH-Ras. However, the mobile segments vary in length
candidate residues for activation of the water molecule thatand in the amplitude of movement. This suggests that
attacks theγ-phosphate of GTP, and for the stabilization ofeven though similar regions might be involved in the
the transition state of the GTPase reaction. It is not known,GDP–GTP cycle of small G proteins, the details of the
however, how the GTPase reaction is designed to act aschanges will be different for each G protein and will
a timer and/or wait for interactions triggered by GTPase-ensure the specificity of its interaction with a given set
activating proteins (GAPs).of cellular proteins.

Rap proteins, which include Rap1A, Rap1B, Rap2AKeywords: crystal structure/G proteins/GTP hydrolysis/
and Rap2B, have ~50% sequence identity with Ras proteinsRap/Ras
(reviewed in Bokoch, 1993). Rap1 was independently
cloned by sequence homology (Pizonet al., 1988) and by
its ability to revert the transformed phenotype of v-Ki-

Introduction Ras-transformed fibroblasts (Kitayamaet al., 1989), from
which it was hypothesized that Rap1 may compete forSmall G proteins form a large family of structurally related
binding to downstream targets of Ras. Although theproteins which have the essential property of cycling
physiological function of the Rap proteins is still unknown,between a GDP- and a GTP-bound form, each recognizing
it is now established that Rap1 binds to several Ras targetsseparate sets of cellular partners (reviewed in Boguski
including p120–GAP (Frechet al., 1990), and the Rasand McCormick, 1993). The cycle is used to filter,
effectors Raf and RalGDS (Herrmannet al., 1996). Indeed,amplify or time upstream input signals, depending on the
the docking site for the Ras-binding domain of Rafspatiotemporal properties of the different subfamilies.
(RafRBD) at the surface of Rap1A differs from that ofThe molecular features of the family likeness are well
H-Ras by only two amino acids (Nassaret al., 1995).established from crystallographic studies of various small
However, the intrinsic GTPase of Rap1A is not activatedG proteins (reviewed in Hilgenfeld, 1995; Kjeldgaard
by p120–GAP (Frechet al., 1990) and Rap1A doeset al., 1996), but the structural differences between the
not activate c-Raf (Nassaret al., 1996). Although theGDP and GTP conformations have been described only

for the H-Ras oncoprotein (reviewed in Bourneet al., physiological relevance of this competition is not estab-
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Crystal structures of Rap2A–GTP and Rap2A–GDP

lished, it accounts well for the ‘anti-Ras’ effect of Rap1 et al., 1991), and possibly to an inhibitory effect arising
from crystal packing forces.under overexpression set-ups. Such effects are not

observed with the other member of the family, Rap2
Structure of Rap2A–GTP and comparison with(Jimenezet al., 1991): despite its identity of ~60% with
Rap2A–GTPγSRap1, its overexpression is unable to antagonize the
An overall view of the structure is shown in Figure 1A.growth-promoting effects of Ras. Why Rap1 and Rap2
The Rap2A–GTP electron density map unambiguouslyhave differential pattern of cross-interactions with Ras
shows the GTP nucleotide (Figure 2). The switch I andtargets is presently unexplained.
switch II regions, defined by analogy to H-Ras as residuesWe report here a comprehensive crystallographic study
30–37 and 60–75, are well defined. The ligands of theof the GDP/GTP cycle of the small G protein Rap2A,
γ-phosphate of GTP are the hydroxyl groups of Tyr32 andwhich was crystallized with its natural ligand GTP, with
Thr35, the amide nitrogen of Gly60, the NH3

1 of Lys16GDP and with the GTP analogue GTPγS. The GTP
and the Mg21 ion (Figure 3). Whereas most of thesecomplex is the first report of the high-resolution structure
ligands are seen in other triphosphate structures of smallof a G protein with its true substrate. GTP interacts with
G proteins, the Tyr32–γ-phosphate distance has never beenthe G protein in a different way than previously reported
observed closer than 3.9 Å in H-Ras–GPPCP (Milburnfor GTP analogues, including the Rap2A–GTPγS complex.
et al., 1990) or 4.3–4.8 Å in the Rap1A–GPPNP–RafRBDOn the other hand, the comparison of the GDP/GTP
complexes (Nassaret al., 1995, 1996; Geyeret al., 1996),structures of Rap2A with their Ras counterparts shows
this being too long for a direct hydrogen bond. In Rap2A–that Rap2A, in the context of the usual overall fold of G
GTP, the hydroxyl group of Tyr32 is located at 3.0 Ådomains, undergoes conformational changes of different
from a γ-phosphate oxygen and protects it from contactamplitude and location from those of H-Ras. Altogether,
with the solvent. Its configuration is stabilized by athe Rap2A structures provide a new framework for dis-
hydrogen bond with the amide nitrogen of Gly13, and bycussing the GTPase mechanism and the structural switches
the packing of its aromatic ring on the ring of Pro34that allow the segregation of GDP- from GTP-specific
(Figure 4). The nitrogen of Gly13 also forms a hydrogenpartners by small G proteins.
bond with the oxygen that bridges theβ- andγ-phosphates.
In the crystal structures of H-Ras and Rap1A with the
GTP analogues GPPNP or GPPCP, the replacement ofResults
this oxygen by NH or CH2 prevents the existence of the

Crystallization and structure determination of the Gly13 hydrogen bond.
Rap2A–GTP complex Crystals of Rap2A–GTPγS, whose structure we also
Recombinant Rap2A was purified fromEscherichia coli report at 3 Å resolution, are isomorphous to the Rap2A–
essentially in the GDP-bound form, which yielded mono- GTP crystals. Both structures are essentially similar, except
clinic crystals of Rap2A–GDP with freshly purified that Tyr32 no longer forms a hydrogen bond with the
protein. Under these conditions, protein stocks that had corresponding atom of theγ-thiophosphate, which is
been stored for several months at –80°C yielded hexagonalprobably the sulfur atom (Figure 5). The Tyr32–γ-thio-
crystals of Rap2A–GTP without any attempt to exchange phosphate distance is 7.2 Å. The conformation of switch
GTP for GDP. The nucleotide content of the protein stock I and II and their interaction with the nucleotide are
was tested by ion exchange chromatography, and revealedotherwise identical. Thus, the Tyr32–γ-phosphate hydro-
the presence of GMP, GDP and GTP in equal amounts. gen bond forms only in the presence of the true ligand,
Reproducible crystals were indeed obtained by loading but is probably not essential for the triphosphate conform-
GTP onto Rap2A with the method used for GTPγS. ation of Rap2A nor for proper binding of the nucleotide.
Rap2A–GTP crystals are stable for at least 1 week at 4°C, In particular, the position of Thr61 compares well between
after which they begin to melt and are progressively the GTP and GTPγS complexes. The equivalent Gln61 in
replaced by monoclinic Rap2A–GDP crystals. The pres- Ras is a site of oncogenic mutations, most of which impair
ence of nucleotides other than GDP may be attributed to catalysis (Deret al., 1986). Indeed, mutation of Thr61
the 2 GDP↔ GMP 1 GTP spontaneous equilibrium, or into Gln in Rap1A restores a GTPase rate similar to that
to the presence of trace amounts of anE.coli contaminating of Ras (Frechet al., 1990). The crystal structure of H-Ras–
enzyme capable of catalysing this reaction, thereby regen-GPPNP suggests that Gln61 may either position or polarize
erating GTP and stabilizing the crystals. The same causesthe water molecule that attacks theγ-phosphate. In Rap2A–
were suspected for the presence of ADP and fructose-1,6-GTP, the Oγ of Thr61 is located 6 Å from theγ-phosphate,
bisphosphate in crystals of phosphofructokinase grown and there is no density for a water molecule that would
with ADP and fructose-6-phosphate (P.Evans, personal be positioned for nucleophilic attack.
communication).

At a wavelength of 1 Å on the synchrotron beam lines, The GDP/GTP structural cycle of Rap2A
Rap2A–GTP crystals were stable enough for the collection In order to describe the GDP/GTP cycle of Rap2A, we
of a complete data set. However, we found that the quality have also determined the structure of its GDP-bound form.
of the electron density map improved with diffraction The 1.7 Å resolution electron density of the Rap2A–GDP
amplitudes merged from two crystals that were exposed complex is clear for the protein, GDP, Mg21 and 76 water
to X-rays for no more than 3 h, keeping GTP hydrolysis molecules, plus a second Mg21 site at a crystal interface
to a minimum. The stability of the GTP conformation (Figure 6). However, several residues in the switch regions
during data collection is probably due to the low intrinsic I and II are disordered. The chain trace is unambiguous

for residues 32–36 in the switch I, but their side chainsGTPase rate of Rap2A (2310–3/min at 37°C; Lerosey
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Fig. 1. Sequence and secondary structure of Rap2A. (A) Secondary structure of Rap2A–GTP. Figures 2, 4, 5, 7, 8, 9 and 10 are close-up views in
the same orientation. (B) Sequence alignment of Rap2A, Rap1A and H-Ras. Amino acids of Rap2A that differ from Rap1A are shown in bold
characters, those that differ from Ras are underlined.α-helices andβ-strands (defined with DSSP) are shown as hatched and open boxes respectively.

Fig. 2. |Fo|–|Fc| electron density map of Rap2A–GTP at 2.5 Å resolution with GTP and Tyr32 omitted from the calculation, showing that the
γ-phosphate of GTP and the position of Tyr32 are clearly identified in the electron density.

have weak densities, in particular Ile36. This region runs γ-phosphate of GTP stabilizes an ordered conformation at
the switch I and switch II regions. Tyr32 and Thr35 flipclose to, but does not interact with, the GDP phosphates

nor with Mg21. In this conformation, Tyr32 and Thr35 to the inside, while Ile36 is now exposed to the solvent.
There is little movement of the Mg21 ion as it gains anpoint towards the solvent. On the other hand, there is no

interpretable density for residues 60–63, which form the interaction with theγ-phosphate. The switch II region, in
addition to forming an organized structure at residues 60–N-terminal part of the switch II region. The rest of switch

II forms a regularα-helix from Phe64 to Gly75, labelled 63, also rearranges helixα2 into a 310 helix from Thr61
to Ser66, while theα-helix from Met67 to Gly75 isα2, whose density is well-defined.

The GDP/GTP cycle of Rap2A can be analysed by retained. The orientation of theα-helix at residues 67–75
is unaffected by the GDP/GTP alternation, and retains itscomparing its GDP and GTP complexes (Figure 7). The
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Fig. 3. Interactions of Rap2A with theγ-phosphate of GTP.

Fig. 5. The position of Tyr32 relative to the nucleotide in (A) Rap2A–
GDP, (B) Rap2A–GTP and (C) Rap2A–GTPγS. The hydrogen bond of
Tyr32 to theγ-phosphate of GTP is in dashed lines. Tyr32 is exposed
to the solvent in the Rap2A–GDP complex, and its distance to the
sulfur of GTPγS is 7 Å.

Both H-Ras and Rap2A undergo structural transitions at
Fig. 4. The network of hydrogen bonds (dashed lines) at Tyr32, Gly13 switch I and switch II and a small amplitude movementand GTP. The nucleotide is shown as lines, protein atoms in

at loop L3 upon binding GTP (or a GTP analogue). Rap2Aball-and-stick. Gly13 interacts with theβ–γ bridge oxygen and Tyr32
differs from H-Ras by three residues in switch I, but bothwith a γ-phosphate oxygen
proteins have Glu62, Met67, Arg68 and Asp69 in common
in switch II. In the GDP structures, the disordered regions
extend to the same residues: 31–36 in switch I, 60–63 inpacking on helixα3. The response of Rap2A to GTP

binding is thus characterized by a disorder-to-order switch II. The switch I regions are essentially similar,
except that the ribose 29-hydroxyl of the nucleotide formstransition at residues 32–36 (switch I) and 60–63 (switch

II), probably driven by the interactions of Tyr32, Thr35 a hydrogen bond to the main chain carbonyl of Glu30 in
Rap2A, while it is exposed to the solvent in H-Ras.and Gly60 with the γ-phosphate of GTP, and by a

rearrangement of the helical conformation from residues Binding of GTP organizes an ordered conformation at
switch I that is comparable for both proteins, with Thr3564–66 of helix α2. An eventual influence of crystal

packing forces on the overall conformation of switch II binding to theγ-phosphate and to Mg21. The additional
interaction of Tyr32 with theγ-phosphate that we see incannot, however, be ruled out, since helixα2 forms lattice

contacts in both crystal forms. In addition to these changes, Rap2A–GTP is not present in the complexes of H-Ras
with GTP analogues, but we expect that it also exists inRap2A–GDP and Rap2A–GTP also differ in the L3 loop,

which undergoes a rigid body movement of ~2 Å amplitude the H-Ras–GTP complex (see Discussion). Switch II
residues 60–63, at the end of loop L4, undergo a disorder-from residues 47 to 51. The L3 loop connects two

β-strands, one of which follows switch I while the other to-order transition in both proteins, which brings the
conserved Gly60 in contact with theγ-phosphate. Surpris-precedes switch II, but it is not in direct contact with the

guanine nucleotide. If its structural change is a con- ingly, the structural rearrangements beyond residue 61 are
markedly different (Figure 8). In H-Ras, the conform-sequence of GTP binding, it is thus indirect.
ational change extends from residues 64 to 75, with a
rigid body motion of helixα2 which rotates by over 60°Comparison of Rap2A with H-Ras and Rap1A

Our set of structures provides the first opportunity to perpendicular to its axis. The hinge is located near Gly75,
a residue that both proteins have in common. In Rap2A,determine to what extent the features of the structural

switch of H-Ras are common to other small G proteins. helixα2 does not rearrange beyond residue 66. In the
GDP form, the Cα–Cα distances between H-Ras andRap2A is related to H-Ras by 46% sequence identity

(Figure 1B). The regions where Rap2A and H-Ras have Rap2A amount to 10 Å in switch II. These discrepancies
vanish in the triphosphate conformations as the rotationdiverging sequences, essentially loops, display different

conformations, but outside switch I and switch II these of helixα2 in H-Ras superimposes it onto helixα2 of
Rap2A. Yet the 310 helix of residues 62–66 of Rap2A isregions are not affected by the GDP/GTP alternation.
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Fig. 6. 2|Fo|–|Fc| electron density map of Rap2A–GDP at 1.7 Å resolution, showing the GDP nucleotide, Mg21 and its ligands Ser17 and four water
molecules.

Fig. 7. The GDP/GTP structural changes of Rap2A. Rap2A–GDP is shown in white with the regions that undergo structural changes upon GDP/GTP
alternation in blue. The corresponding regions of Rap2A–GTP are shown respectively in black and red.

not present in H-Ras. Thus, although the GDP/GTP can be attributed to these differences in sequence can be
investigated by comparing the binding site for RafRBDstructural changes of Rap2A and H-Ras are located in

similar regions and the triphosphate structures display on Rap1A to its counterparts in H-Ras–GPPNP and
Rap2A–GTP. Not surprisingly, H-Ras–GPPNP fits readilyclose similarities, Rap2A and H-Ras differ markedly in

their GDP conformations, especially at switch II, which in the RafRBD interface, but this is also true for Rap2A.
Ser39, in Rap1, forms a hydrogen bond with the mainundergoes a smaller motion and is nine residues shorter

in Rap2A than in H-Ras. chain of RafRBD, which cannot be established by Phe39
in Rap2A. Yet Phe39 can be accommodated in the interfaceThe structure of Rap2A–GTP can be further compared

with that of Rap1–GPPNP in the complex with RafRBD. by a small rotation of its side chain. This interaction
seems to have limited functional consequences, since aIn contrast to Rap1A, Rap2A is unable to exert a Ras-

antagonist activity (Jimenezet al., 1991). Rap1A and Ser39Phe substitution in oncogenic Ras only reduces its
transforming ability by one order of magnitude (J.deRap2A carry two substitutions in the docking site for

RafRBD as compared with H-Ras, Glu30Asp and Lys31- Gunzburg, unpublished observation). Thus, from the com-
parison of the triphosphate structures at the RafRBDGlu. Replacement of these two residues in Rap1A with

their corresponding amino acids in H-Ras endows the interface, Rap2A appears very close to both H-Ras and
Rap1A. The present study shows that the structural differ-mutant protein with the ability to activate ERK signalling

(Nassaret al., 1996). Rap2A has only one additional ences between Rap2A and H-Ras are larger in the diphos-
phate conformations. This may also be the case betweensubstitution, Ser39Phe. Whether the effect in signalling
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Fig. 8. The GDP/GTP structural changes at switch II in Rap2A (white) and H-Ras (black) from residues 60 to 112 (see Figure 1B for secondary
structure elements). Comparison of (A) Rap2A–GDP with H-Ras–GDP and (B) Rap2A–GTP with H-Ras–GPPNP. Helixα2 has a different
orientation in the GDP structures, but the triphosphate conformations are very similar. The shift at helixα3 is probably a consequence of the
dissimilar GDP/GTP transitions at switch II.

Rap2A and Rap1A, suggesting that, besides non-structuralSwitch II may be responsible for the
discrimination of GDP-specific partnersfeatures, such as their subcellular localization (Be´ranger
The ability to segregate ‘upstream’ from ‘downstream’et al., 1991), or other effector-binding regions, such as
partners by means of their dissimilar GDP and GTPthe as yet unidentified region that interacts with the zinc
structures is the hallmark of proteins bearing G domains.finger domain of Raf (Luoet al., 1997), differences
In addition to the present structures of Rap2A, GDP andbetween their GDP forms may contribute to their functional
GTP forms are available for H-Ras, for the heterotrimericdifferences via the interaction with GDP-specific partners,
G-proteins transducin-α and Giα, and for the bacterialfor instance exchange factors.
elongation factor EF-Tu (Kjeldgaardet al., 1996 and
references therein). All these proteins undergo structural
transitions at their switch I and switch II regions. SwitchDiscussion
I has proved to be a general structural sensor ensuring the

We have determined the structures of Rap2A in complex GTP-specific recognition of small G proteins by their
with GTP, GDP and GTPγS, from which we analysed the effectors, and in many cases mutations in this region
GDP/GTP structural changes and, for the first time, the interfere with their proper function. Switch I indeed forms
interactions of a small G protein with its natural substrate the central part of the docking site for tRNAPhe on EF-
GTP. Our structures show that the GDP/GTP conform- Tu–GPPNP (Nissenet al., 1995), for RafRBD on Rap1A–
ational changes are located at switch I and switch II as GPPNP (Nassaret al., 1995, 1996) and for RGS4 on
previously described for H-Ras, but the mobile segment Giα–GDP–AlF4

– (Tesmeret al., 1997).
in switch II is nine residues shorter and the amplitude of Switch II, at least beyond residues 60–63, is generally
its movement markedly smaller than in H-Ras. On the other not critical for the interaction with effectors. It is involved
hand, the Rap2A–GTP structure resembles the Rap2A–in protein–protein interactions in the complex of EF-Tu
GTPγS complex and previously determined structures of with its nucleotide exchange factor EF-Ts (Kawashima
H-Ras, but it displays a novel interaction of Tyr32 with et al., 1996), and between Gα–GDP and theβ subunit
the γ-phosphate of GTP and with Gly13. The results we (Wall et al., 1995; Lambrightet al., 1996). In Ras proteins,
have obtained for Rap2A on the GDP/GTP switch and mutations of this region impair the recognition of guanine
the Tyr32–GTP interaction can now be discussed in the nucleotide exchange factors (reviewed in Polakis and

McCormick, 1993). The comparison of the GDP/GTPcontext of the superfamily of small G proteins.
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McCormick, 1993), guanine dissociation inhibitors (Wu
et al., 1996) and lipid transferases (Sanfordet al., 1993;
Schiedelet al., 1995). It is of course likely that the binding
site for GDP-specific partners extends beyond helixα2,
thus providing additional affinity and/or specificity regard-
less of the nucleotide state.

Interaction of Tyr32 with the γ-phosphate of GTP
in small G proteins
Up to now, the GDP/GTP conformational cycle of small
G proteins has been inferred only from structures with
GTP analogues such as GPPNP, GPPCP or caged GTP.
Our study shows that the complex with the natural ligand
GTP is similar to the complex with GTPγS, and thus
justifies most conclusions obtained from previous struc-
tures of G proteins with GTP analogues. However, the
structure of Rap2A with GTP reveals a novel interaction
of Tyr32 with an oxygen of theγ-phosphate of GTP and
with the amide group of Gly13. In the GTPγS complex,
Tyr32 is shifted away from the corresponding atom. The
Rap2A–GTP and Rap2A–GTPγS complexes are otherwise
identical, and form isomorphous crystals. Thus, the inter-
action of Tyr32 with GTPγS is prevented solely by the
presence of theγ-sulfur, but the conformation of switch I

Fig. 9. The GDP/GTP structural transition at switch II in Rap2A (red), and II is similar whether GTP or a GTP analogue isH-Ras (blue), transducinα (green) and EF-Tu (yellow). The
bound. GTPγS probably introduces a different chargeorientations correspond to an overall superposition of the G domains

onto Rap2A–GTP, excluding switch I and switch II. (A) The GDP distribution on theγ-(thio)-phosphate and/or modifies the
complexes (H-Ras–GDP, file 4q21; transducinα-GDP, file 1tag; polarizability of the β–γ P–O bonds as compared with
EF-Tu–GDP, file 1etu). (B) The triphosphate complexes (H-Ras– GTP. This is probably also true for other analogues, and
GPPNP, file 5p21; transducinα-GTPγS, file 1tnd; EF-Tu–GPPNP, file

may account for the shifted position of Tyr32 in previously1eft). The GDP complex of EF-Tu is fromE.coli and the GPPNP
reported H-Ras and Rap1A triphosphate complexes. Somecomplex fromThermophilus aquaticus, but their switch II sequences

are identical. The GDP to GTP motion of the switch II helix is conclusions obtained with GTP analogues, in processes
different in all structures, but their GTP conformations are very where Tyr32 would be a critical component, might there-
similar. In Rap2A, the helix retains the same orientation in the GDP fore be questioned. The structure of H-Ras–GTP, investi-and GTP complexes; in H-Ras it undergoes a rigid body motion

gated before in Laue experiments using caged GTP, didperpendicularly to its axis coupled with the unwinding of its
N-terminus (Stoutenet al., 1991), a movement that also describes the not identify the Tyr32–GTP hydrogen bond (Schlichting
transition at switch II in EF-Tu (Polekinaet al., 1996). In Gα proteins, et al., 1990). The method, however, has important limit-
the corresponding helix rotates around its own axis but has no hinge ations due to the incompleteness of the diffraction data
motion (Noelet al., 1993; Colemanet al., 1994; Lambrightet al.,

and to structural changes associated with the binding of1994; Sondeket al., 1994).
the caged compound (Scheidiget al., 1995). The two
different configurations of Tyr32 in Rap2A–GTP and
Rap2A–GTPγS may correspond to the two configurationsstructural changes from available crystal structures sug-

gests that switch II may consist of two subregions. One of H-Ras suggested by31P NMR in the presence of
GPPNP, while only one was detected with GTP (Geyeris directly related to the binding/hydrolysis of GTP,

including Gly60 and two or three following residues, and et al., 1996). It is thus likely that in H-Ras and Rap1A
also, Tyr32 forms a similar interaction with theγ-phosphatethe second is helixα2. In the GDP-bound forms, the

orientation of helixα2 relative to the overall fold of the of GTP. Together with Ras and Rap, the small G proteins
Rho, Ran and several Rabs have an equivalent in theirG domain varies markedly from one protein to the other

(Figure 9A). On the other hand, its axis and position sequence to tyrosine Tyr32. We surmise that their tyrosine
also forms a hydrogen bond with GTP.coincide in all triphosphate complexes (Figure 9B), as

was previously observed by Berghuiset al. (1996). This The interaction of Tyr32 with GTP suggests that its
general conservation in small G proteins may have struc-variability may be a general property of helixα2 in switch

II of G domains, and may be involved in the recognition tural or functional advantages. Tyr32 is located three
amino acids upstream of a threonine (Thr35 in Ras) whichof their GDP-specific partners. The consensus configur-

ation of helix α2 in the GTP form would then promote is extremely conserved in most G domains. Theα subunits
of heterotrimeric G proteins have a conserved argininethe dissociation of GDP-specific targets and prevent their

subsequent binding as long as the GTP state is maintained. equivalent in sequence to Tyr32, which was shown from
crystal structures to interact with theγ-phosphate of GTPγSThe existence of two switch regions, each dedicated to

the recognition of one set of partners and the segregation (Noelet al., 1993; Colemanet al., 1994), and with the
transition state analogue AlF4

– in the presence of GDPof the other, may ensure an optimal signal-to-noise ratio
in the response of G proteins to cellular stimulations. (Colemanet al., 1994; Sondeket al., 1994). This arginine

was suggested to stabilize the transition state of theCandidate GDP-specific partners of small G proteins
are guanine nucleotide exchange factors (Boguski and GTPase reaction, and indeed its mutation to Cys or His
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of the GTP-bound form of small G proteins by their
partners (Stoneet al., 1988; Yamasakiet al., 1994; Nassar
et al., 1995; Akasakaet al., 1996; Wittinghofer and Nassar,
1996; Li and Zheng, 1997). The Tyr32Phe mutant Ras,
for instance, binds to Raf but fails to activate it; on the
other hand, it does not recognize Byr2, an effector of Ras
in Schizosaccharomyces pombe (Akasakaet al., 1996).
Our results suggest that Tyr32 may also be important for
the activation of GTP hydrolysis by GAP. Recent results
suggest that p120GAP supplies Ras with active siteFig. 10. Comparison of Tyr32 in Rap2A–GTP (black) and Arg174 in
residues (Mittalet al., 1996; Scheffzeket al., 1996).transducinα-GTPγS (white, PDB file 1tnd). Tyr32 and Arg174 occupy

a similar location relative to the nucleotide, and both form a hydrogen The Rap2A–GTP structure shows that Tyr32 covers the
bond to theγ-phosphate of the guanine nucleotide, but only Arg174 γ-phosphate of GTP and precludes a direct contact of a
interacts with theβ–γ bridging oxygen. GAP side chain with Pγ oxygens. If the above hypothesis

were verified, Tyr32 should therefore be displaced in
reduces the GTPase activity of Gs (Landiset al., 1989). order to promote a productive GAP association. Various
Because small G proteins lack this arginine, it was structural approaches, including NMR (Krauliset al.,
proposed that their lower GTPase rates were due to the1994; Geyeret al., 1996) and X-ray crystallography
impossibility of forming such an interaction (reviewed in (Milburn et al., 1990; Paiet al., 1990; this work), have
Maegley et al., 1996). The Rap2A–GTP structure rules indeed confirmed that Tyr32 is a mobile residue (Figure 5).
out this hypothesis, since Tyr32 occupies a location relative The finding that the hydrogen bond is disrupted when
to GTP and forms a hydrogen bond with theγ-phosphate GTP is replaced by GTPγS suggests that it is not very
equivalent to that of Arg174 in transducin-α (Figure 10). strong, and could thus be easily displaced upon interaction
The tyrosine of small G proteins and the arginine of with GAP.
trimeric G proteins may therefore play similar roles in GTP In conclusion, our study has emphasized the importance
binding and/or hydrolysis. However, although tyrosine of elucidating the role of Tyr32 in catalysis, stabilization
residues can in principle stabilize negative charge build- of the GTP conformation and binding/dissociation of
up in transition states, the mutation of Tyr32 into Phe, protein targets. New mutational studies at position 32, in
which abolishes the hydrogen bond, leaves the intrinsic particular with smaller amino acids, are now needed to
GTPase of Ras essentially unchanged and decreases itssettle these issues. It has also been shown that differences
activation by GAP only moderately (Yamasakiet al., between closely related small G proteins, and all the more
1994). In addition, whereas mutations of the arginine are so between different families, may affect not only the
oncogenic in certain trimeric G proteins (Landiset al., nature of the chemical groups that they present to their
1989), Tyr32 has not been reported as an oncogenic sitetargets, but also the location and the amplitude of the
in small G proteins. Thus, although the hydrogen bond to structural switch. This may turn out to be an important
the γ-phosphate can form equally well with the tyrosine parameter limiting the apparent promiscuity of recognition
or the arginine, further differences between these residuesof small G proteins, such as Ras, Rap1 and Rap2, for
must be investigated. their potential targets.

A first difference concerns the GDP/GTP rearrange-
ments at these residues. In Gαs, the arginine interacts
with the β-phosphate of GDP, and does not have far to

Materials and methodsmove to bind to theγ-phosphate of GTP. In contrast,
Tyr32 flips outside-in on alternating the GDP and GTP Expression and purification of the Rap2A protein

The Rap2A protein was truncated at residue 167 by site-directedconformations. The energetic cost of this movement may
mutagenesis on a single-stranded M13 template by introducing a stoptherefore moderate its contribution to catalysis. On the
codon with oligonucleotide 59 CGC GAG TAC TAA GTG GTG GTG.other hand, Tyr32 in Rap2A–GTP forms another hydrogen The EcoRI–HindIII fragment containing the Rap2A-coding sequence

bond with the amide of Gly13, an interaction that the was introduced into the expression plasmid ptac32 as described (Lerosey
guanidinium of Arg174 cannot establish. Both Arg174 in et al., 1991). The recombinant vector was transformed into competent

cells of an E.coli K12 strain (JS218) containing plasmid pEMR602transducin and Gly13 in H-Ras interact with the oxygen
that overexpresses GroEL/GroES chaperones and provides tetracyclinethat bridges theβ- and γ-phosphates, and have recently
resistance (Berge`s et al., 1996). Expression of Rap2A was induced bybeen proposed to stabilize the negative charge that IPTG. Cells were harvested by centrifugation, resuspended in 10 mM

develops on this oxygen at the transition state (Maegley sodium phosphate buffer, pH 7.5, containing 150 mM NaCl, and broken
et al., 1996). In Rap2A–GTP, Gly13 is within distance of with alumina in 50 mM Tris–HCl, pH 7.5, 5 mM Mg acetate, 1 mM

EDTA, 2 mM DTT and 50µM GDP.forming a hydrogen bond to either Tyr32 or to the bridge
Rap2A was purified to homogeneity in three chromatographic steps,oxygen of GTP. Since the amide nitrogen can act as only

all performed at 4°C. The clear lysate was loaded onto a Matrex Red Aa single hydrogen bond donor, the presence of Tyr32 may column (Amicon) equilibrated with the extraction buffer. Rap2A eluted
modulate the polarity of the Gly13–GTP interaction. In in the flow-through fraction, which was loaded on an ion-exchange QA
addition, the Rap2A–GTP maps lack electronic density Trisacryl column (BioSepra) and extensively washed with the same

buffer. The protein was eluted by a linear gradient of 0–0.4 M NaCl.corresponding to the attacking water molecule, suggesting
The positive fractions were concentrated and loaded on a gel filtrationthat Tyr32 may disfavour the binding of the nucleophilic
column of Ultrogel AcA54 (BioSepra). The protein preparation waswater molecule. shown to be pure by the presence of a single band on SDS–PAGE, and

Besides its role in binding and/or hydrolysing GTP, was stored at –80°C. The yield of 1 l of bacterial culture was 50 mg of
pure protein, as compared with 0.5 mg in the absence of the chaperones.Tyr32 is also important for the quality of the recognition
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Table I. Statistics for X-ray structure determination

Data set Rap2–GDP Rap2–GTP Rap2–GTPγS

Space group P21 P61 P61
Unit cell a 5 36.8 b 5 35.3 c 5 58.3 a 5 b 5 64.5 c 5 84.2 a 5 b 5 65.4 c 5 84.5

β 5 106.6
Measured reflections 131 709 46 223 26 504
Unique reflections 14 661 8828 4126
Completeness (%) 92.8 98.5 99
Resolution range (Å) 25–1.7 30–2.5 28–3.0
Rsym (%) 7.0 6.5 6.8
R-factor (%) 18.3 21.6 18.4
R.m.s.d. bond lengths (Å) 0.008 0.014 0.009
R.m.s.d. bond angles (°) 2.1 2.9 1.6
AverageB factor (Å2) 13.0 43 46
No. of water molecules 76 25 2

Crystallization of the Rap2A complexes per asymmetric unit and 53% solvent. Diffraction data for Rap2A–
GTPγS were collected on a single crystal. The Rap2A–GTPγS complexCrystals of Rap2A–GDP were obtained without exchanging the nucleo-

tide bound to the protein as purified fromE.coli. Crystals grew in was positioned by molecular replacement using the modified H-Ras–
GDP complex, but the refinement was done with Rap2A–GDP whichhanging drops over wells containing 19% PEG 4000, 100 mM MgCl2,

100 mM Tris, pH 7.5, at a protein concentration of 10 mg/ml. Crystals had been partially refined in the meantime. The finalR-factor for the
refined Rap2A–GTPγS complex is 18.4% at 3 Å. Diffraction intensitiesof Rap2A loaded with either GTP or with the GTP analogue GTPγS

were obtained after thorough degradation of bound GDP, using the for Rap2A–GTP were collected from two crystals and merged. Since
these crystals were isomorphous to the crystals of Rap2A–GTPγS, andfollowing procedure: 5 mM EDTA was added to chelate the Mg21 ion,

then the protein was incubated for 30 min with agarose-coupled alkaline were obtained after the Rap2A–GTPγS structure had been refined, the
structure could be solved by difference Fourier maps, and refined to anphosphatase to digest GDP. GTPγS, which is not degraded by the

phosphatase, was added at the beginning of the incubation, while GTP R-factor of 21.6% at 2.5 Å resolution. The freeR-factor was used
essentially to monitor the early stages of the molecular replacementwas added after the agarose beads had been removed by centrifugation.

Both nucleotides were used at concentrations of 10–20 mM. Nucleotide procedure, but were not taken into account after additional data were
collected at the synchrotron beam lines. For Rap2A–GDP, it was 26%exchange was stopped by excess MgCl2, and remaining nucleosides and

phosphate were removed by buffer exchange on Microcon 10. Crystals for 10% missing data at 2.3 Å, and 26.1% for 5% missing data for
Rap2A–GTPγS at 3 Å. Crystallographic statistics are summarized inof Rap2A loaded with either GTP or GTPγS were grown by the hanging

drop method, with 25% PEG 8000, 100 mM LiSO4, 100 mM Tris, pH 8, Table I.
in the wells. The nucleotide content of the protein stock was monitored
on an FPLC system (Pharmacia) using a 0–1 M NaCl gradient in
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Annexe  B :   Article   de   l'étude   structurale  du

domaine  sec7  du  facteur  d'échange  ARNO  humain

des protéines Arf

 L'étude structurale des protéines Arf est l'un des projets principaux du

laboratoire. Ce projet a débuté suite à la découverte d’un nouveau facteur d’échange

GDP/GTP humain de la protéine Arf1 : ARNO (Chardin, 1996), et est effectué en

collaboration avec l'équipe de Marc Chabre de l'Institut de Pharmacologie Moléculaire

et Cellulaire. L'étude structurale du domaine sec7 du facteur d'échange humain

ARNO des protéines Arf était déjà en cours, lorsque j'ai débuté mon stage doctoral.

J’ai effectué l'affinement de la structure du domaine sec7 du facteur d'échange

humain ARNO des protéines Arf.

La structure du domaine sec7 du facteur d'échange humain ARNO des

protéines Arf (sec7-ARNO) a été résolue par la méthode MIRAS (remplacement

moléculaire isomorphe avec diffusion anomale) à une résolution de 2Å. Les points

forts de cette étude sont les suivants :

�  La structure de sec7-ARNO est la première structure d'un domaine sec7 de

facteur d'échange des protéines Arf a avoir été résolue.

�  La structure de sec7-ARNO a permis de mettre en évidence la présence d'un

sillon hydrophobe à la surface de la protéine, ainsi que la présence sur les flancs

de ce sillon de résidus appartenant à deux motifs conservés des domaines sec7

des facteurs d'échange des protéines Arf.

Les informations apportées par l'étude structurale de sec7-ARNO ont permis à

nos collaborateurs d'effectuer des travaux de mutagenèses dirigées sur les résidus à

la surface du sillon hydrophobe. Ces travaux ont montré que la mutation de ces

résidus diminuait plus ou moins (selon les résidus) l'activité catalytique de facteur



107

d'échange de sec7-ARNO, alors que la mutation d'un résidu éloigné du sillon n'avait

aucun effet sur l'activité facteur d'échange. Ces résultats suggèrent que le sillon

hydrophobe de sec7-ARNO soit le site d'interaction des protéines Arf.
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26. Brünger, A. T. X-PLOR Version 3.8 (Yale Univ., 1996).

27. Lamzin, V. S. & Wilson, K. S. Automated refinement of protein models. Acta Crystallogr. D 49, 129–
147 (1993).

28. Kraulis, P. J. Molscript: a program to produce both detailed and schematic plots of protein structures.

J. Appl. Crystallogr. 24, 946–950 (1991).

29. Merritt, E. A., Murphy, M. E. P. Raster3D Version 2.0. A program for photorealistic molecular

graphics. Acta Crystallogr. D50, 869 (1994).

Acknowledgements. L.R. thanks the IBS/LCCP and the French Ministère de la Recherche et de
l’Education for support and the staff at the European synchotron radiation facility (ESRF) on the
beam-line CRG D2AM for help. We thank the HFSP (A.W.); R. Schebaum for secretarial assistance;
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Small G proteins switch from a resting, GDP-bound state to an
active, GTP-bound state. As spontaneous GDP release is slow,
guanine-nucleotide-exchange factors (GEFs) are required to pro-
mote fast activation of small G proteins through replacement of
GDP with GTP in vivo

1. Families of GEFs with no sequence
similarity to other GEF families have now been assigned to
most families of small G proteins. In the case of the small G
protein Arf1, the exchange of bound GDP for GTP promotes the

coating of secretory vesicles in Golgi traffic2. An exchange factor
for human Arf1, ARNO3, and two closely related proteins, named
cytohesin 1 (ref. 4) and GPS1 (ref. 5), have been identified. These
three proteins are modular proteins with an amino-terminal
coiled-coil, a central Sec7-like domain and a carboxy-terminal
pleckstrin homology domain. The Sec7 domain contains the
exchange-factor activity3. It was first found in Sec7, a yeast protein
involved in secretion6, and is present in several other proteins,
including the yeast exchange factors for Arf, Gea1 and Gea2 (refs
7–9). Here we report the crystal structure of the Sec7 domain of
human ARNO at 2 Å resolution and the identification of the site of
interaction of ARNO with Arf.

The structure of the Sec7 domain of ARNO (Arf nucleotide-
binding-site opener) was solved by X-ray diffraction, using multiple
isomorphous replacement and anomalous scattering, and refined to
an Rfactor of 18.6% (Table 1). The protein is a flared cylinder of about
70 Å in length, with a diameter increasing from 20 Å at its N
terminus to 40 Å at its C terminus (Fig. 1). It contains only helical
secondary structures with 10 a-helices (labelled A to J), which
stabilize the protein core mainly by hydrophobic and van der
Waals interactions, with few hydrogen bonds. All helices and
connecting loops have well-ordered electronic density except for
residues 205–206 in loop H–I. Seven out of the ten loops feature
one or two proline residues, all of which are conserved in most Sec7-
homology sequences. The N-terminal helix extends by about three
turns out of the protein core, but the rest of this helix packs against
neighbouring helices. The helices are arranged in a distorted right-
handed superhelix, which follows an axis from the N to the C
terminus. A longer and more regular example of this superfold is
found, for instance, in the Armadillo-repeat region of b-catenin10.
No other all-helical structure found in the Protein Data Bank
superimposes the fold of the ARNO Sec7 domain (ARNO-Sec7).
ARNO-Sec7 bears no resemblance to the nucleotide-exchange
factors EF-Ts11,12, Mss4 (ref. 13) and GrpE14, nor to the exchange
factor for Ran, regulator of chromosome condensation 1 (RCC1),
which contains only b-sheets15. It is also unrelated to structures of
other proteins that interact with G proteins, such as the GTPase-
activating proteins for Ras16 and for Rho17.

Sec7 domains were previously defined by their primary structures

Table 1 Crystallographic statistics

Data collection

Crystal Native EMTS*,1mM K2Hgl4,1mM
Resolution limits 16–2 Å 16–3 Å 15–2.6 Å
Rsym† (%) 4.2 9.4 9.1
Observed reflections 70,772 27,275 110,828
Unique reflections 16,226 4,816 7,849
Compelteness (%) 97.6 98.6 100

MIRAS analysis

Number of sites 3 2
Phasing power Iso/Ano‡ 2.25/1.77 2.16/1.39
Rcullis Iso/Ano§ 0.66/0.77 0.71/0.78

Refinement

Resolution 15–2 Å
Rfactor/Rfreek (%) 18.2/22.6
Average B (Å2) 19.7
Protein atoms 1,575
Water molecules 142
R.m.s.d. bond length¶ (Å) 0.009
R.m.s. bond angle (8) 2.049
.............................................................................................................................................................................
* Derivative crystals were soaked for 1–2 weeks in heavy atom salts.
† Rsym ¼ Sjj〈I〉 2 Ij j=S〈I〉 where Ij and 〈I〉 are the observed andaverage intensity for the reflection
j.
‡ Rcullis ¼ 〈phase-integrated lackof closure〉=〈jFPH 2 FPj〉 where FPH and FP are the derivative
and the protein structure factors. ISO, isomorphous; Ano, anomalous.
§ Phasingpower ¼ 〈jFHj=phase-integrated lackof closure〉 where FH is the calculated heavy
atom structure factor.
k Rfactor ¼ SjFo 2 Fcj=SFo where Fo and Fc are the observed and calculated structure factor
amplitudes. Rfree is calculated as Rfactor for a random set of reflections (10%) not included in
the refinement.
¶ R.m.s.d., root mean square deviation from ideal values.
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as polypeptides of ,200 amino acids3,8. The Sec7 domain of ARNO
can now be unambiguously delimited by the compact structure-
spanning residues 52–246. Other sequences of Sec7 domains feature
several insertions or deletions as compared with ARNO-Sec7. All of
these insertions and deletions occur in surface loops that connect
helices and are thus unlikely to disrupt the overall structural
integrity. For instance, an insertion of 25 amino acids into the
yeast Arf1 exchange factor Gea1 (ref. 7) occurs in the loop G–H,
where it would not be expected to interfere with the overall fold or
to modify the site of interaction with Arf1 (see below). Therefore,
we propose that other Sec7 domains will adopt the same fold as
ARNO-Sec7.

Full-length ARNO has an N-terminal coiled-coil domain
involved in homodimerization (our unpublished results) and a C-
terminal pleckstrin-homology (PH) domain3,4. The N-terminal
helix of ARNO-Sec7 protrudes from the globular core, forming
an angle of ,608 with the axis of the superhelix, and could readily
elongate into a coiled-coil. The C terminus of ARNO-Sec7, on the
other hand, folds into a loop from Glu 241 to Pro 246 and forms

tight interactions with helices F, H and J, with Phe 243 wedged
between Ile 238 and Leu 148, and Pro 242 and His 200 packed
against each other. The last six residues are disordered in the
electron density, indicating that this region, at least in the absence
of the PH domain, is flexible.

Sec7 domains feature two highly conserved sequences.
151 FRLPGE 156 and 187 VLSFAVIMLNTSLH 200 (ARN-Sec7
numbering), which will be called motif 1 and motif 2, respectively.
Motif 1 forms the surface loop F–G, whose structure is stabilized by
packing interactions with helix aD. It is largely accessible to the
solvent, except for residues Phe 151 and Pro 154. Motif 2 folds into
helix aH, with one face packed on helices aI and aJ and the other
exposed at the protein surface. Motif 1, motif 2 and several other
conserved residues strikingly cluster on a concave region (Fig. 2).
The groove is edged by the loop of motif 1 and the helix of motif 2,
which face each other, with additional residues contributed by helix
aF, helix aG and the C-terminal loop. The bottom of the groove
forms a hydrophobic patch of ,15 Å in length and ,450 Å in
surface area. Polar and charged residues line its sides, providing

Figure 1 Structure of ARNO-Sec7. a, Overall view. The ten a-helices, numbered

form A to J, are defined in Fig.1b. They form a right-handed superhelix, coloured

from red at the N terminus to yellow at the C terminus, whose axis is horizontal in

the picture. Examples of this superfold are found in b-catenin10 and in a murami-

dase (Protein Data Bank entry 1SLY). The blue arrowhead marks the position of

Glu 156 in loop F–G. b, Alignment of the ARNO-Sec7 sequence with sequences of

homologous Sec7 domains from human cytohesin1, Arabidopsis EMB30, a C.

elegans protein of unknown function, Gea1, a yeast exchange factor for Arf, and

the secretion protein Sec7. The N- and C-terminal limits are as defined by the

three-dimensional structure. The helices are shown in red boxes. Identical amino

acids are boxed in black; conserved amino acids are shown in bold type. The two

conserved motifs that form the putative Arf-binding site are boxed in blue. They

fold into loop F–G and helix aH, respectively. The invariable residue Glu 156,

which is involved in nucleotide exchange on Arf1, is indicated with a black

arrowhead.
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both donors and acceptors of hydrogen bonds (Fig. 3). The ‘canyon’
shape of this cluster of residues in ARNO-Sec7 and their high
conservation in other sequences of Sec7 domains indicate that they
may form the site for binding to Arf.

In Arabidopsis EMB30, charge reversal at the invariant Glu 658
(equivalent to Glu 156 in motif 1) produces severe defects in
embryogenic differentiation8. To test the importance of this residue
to nucleotide exchange on Arf1, Glu 156 was mutated to lysine in
ARNO-Sec7. The mutant protein was unable to activate nucleotide
exchange on myristoylated Arf1 (Fig. 4). Furthermore, structure-
based mutagenesis of Arg 152 in motif 1 and of Met 194 and Asn 201
in motif 2 reduces the exchange activity by 5- to 100-fold (Fig. 4;
S.B.-D. et al., unpublished observations). In contrast, the mutation
of Glu 117, which is further away from the groove, does not alter the
nucleotide-exchange activity. Our structural and biochemical data
are evidence that motifs 1 and 2 and the hydrophobic groove of
ARNO define the binding site for Arf (Fig. 2b). The N-terminal
coiled-coil domain in ARNO is far from the binding site for Arf1.
On the other hand, the linker to the PH domain, and the PH
domain itself, will be located next to the active site. However,
binding of ARNO through its PH domain to vesicles containing
phosphatidylinositol bisphosphate does not modify the intrinsic
exchange activity of the Sec7 domain18.

Catalysis of nucleotide exchange on small G proteins by GEFs
proceeds through the formation of a complex of the GEF and G
protein; this complex stabilizes on release of the bound GDP11,12,15,19.
Then, GTP entry dissociates the complex. Such a tight ‘transition
state’ complex has been seen between ARNO-Sec7 and the nucleo-

tide-free form of a N-terminal truncated version of Arf1 (ref. 18).
The complex between nucleotide-free EF-Tu, a bacterial elongation
factor with a guanine-nucleotide binding domain, and its exchange
factor EF-Ts is, to date, the only model that describes the stereo-
chemistry of nucleotide release from a G domain11,12. EF-Ts wedges
side chains in between the switch II region and its flanking helix,
disrupting the coordination of the essential magnesium ion. Muta-
genesis studies of p21ras map the docking site for its exchange factors
in regions equivalent to those on EF-Tu, including switch II (ref. 20)
and helix a3 (ref. 21), indicating that the ‘phosphate-side first’
mechanism proposed for EF-Ts11,12 may operate for the exchange
factors cdc25/SOS as well.

Arf1 is myristoylated on its N-terminal glycine and both the N-
terminal helix and myristate are important for the nucleotide-
exchange process in the presence of membranes22. ARNO was
thus proposed to operate by binding to the myristate of Arf23.
However, ARNO as well as ARNO-Sec7 are effective on an N-
terminal deletion mutant of Arf1 (ref. 18), ruling out an essential
role for the fatty acid or the N-terminal helix in the catalytic process.
In addition, mutation of Lys 73 into Glu in the switch II region of
Arf1, which does not affect intrinsic GDP dissociation, abolishes the
ability of ARNO to stimulate nucleotide exchange (data not shown),
suggesting that switch II contributes to the binding site for ARNO.
The switch II region of Arf1 (ref. 24) and other small G proteins has
a flexible loop (residues 69–76 in Arf1) followed by helix a2 (77–
85). Docking simulations using the crystal structure of unmyris-
toylated Arf1-GDP (ref. 24) indicate that the switch II region can be
accommodated in the groove between motifs 1 and 2, with Arf
burying a large surface area opposite its N-terminal helix. A model
of interaction of the switch II of Arf with the groove of ARNO is
reminiscent of the EF-Tu/EF-Ts complex and addresses the question
of whether the exchange mechanism could be conserved among
various members of the GTPase superfamily. However, as ARNO-
Sec7 preferentially binds the nucleotide-free form of Arf18, which
may adopt a different conformation as compared with Arf-GDP, the
structure of the Arf1/ARNO-Sec7 complex will be needed for the
detailed understanding of this interaction.

Nucleotide exchange on Ras and Rho proteins is mediated by
protein modules of roughly the same size as the Sec7 domain,
namely, the cdc25 and dbl domains, respectively (reviewed in ref. 1).
These domains are predicted to be mostly helical according to
secondary-structure-prediction algorithms, prompting us to inves-
tigate whether their primary structure is compatible with the all-
helical fold found for ARNO-Sec7. A representative sequence of the
cdc25 and dbl domains was threaded onto the structure of ARNO-
Sec7 and compared with unrelated sequences25. As neither cdc25
nor dbl emerged from the background, their overall structures may
be unrelated to that of ARNO-Sec7. This does not rule out the
possibility that they use similar catalytic mechanisms: this would
not be unprecedented in regulation of small G proteins, as shown by
the rasGAP and rhoGAP complexes16,17. Both GAPs are mostly a-
helical but with different folds; however, they use very similar
mechanisms, positioning a catalytic arginine in the optimal con-
formation to promote nucleophilic attack of the g-phosphate. The
guanine-nucleotide-dissociation inhibitors for Rab26 and Rho27,
too, have very different structures. Furthermore, the structure of
the exchange factor for the small G protein Ran, RCC1, is a b-sheet
propeller15 which bears no resemblance to the all-a-helical structure
of ARNO-Sec7. It seems that although small G proteins have closely
related structures, unrelated proteins have evolved to regulate them.

The structure of the Sec7 domain of ARNO has allowed us to
locate the binding site for Arf and will provide a framework for
further investigations of the nucleotide-exchange mechanism. In
addition to functioning as a nucleotide exchange factor module for
Arf, the Sec7 domain of the close homologue of ARNO, cytohesin 1,
has been proposed to bind integrins and promote their adhesion to
extracellular targets28. It will be interesting to locate regions of the

Figure 2 Topography of the conserved motives of ARNO-Sec7. a, b, The protein

surface is shown in orthogonal views. The orientation inb is the same as in Fig.1a

and in a is rotated around a horizontal axis. Amino acids from motif 1 and motif 2

and conserved amino acids in contact with them form a connected surface,

which has been coloured in yellow for hydrophobic residues, violet for polar

residues, blue for basic residues and red for the acidic Glu 156. They define a

groove at the protein surface; the bottom of this groove is hydrophobic and the

sides are polar or charged. Residues from motif 1, motif 2, helix aF, helix aJ and the

C terminus contribute to the hydrophobic patch. The two sides of the groove are

from motif 1 and motif 2 respectively, with Glu 156 largely exposed to the solvent.

Sites of single mutations (Fig. 4) are shown in b. Mutants of Arg 152, Glu 156,

Met 194 or Asn201 are defective for nucleotide exchange on Arf1. In contrast,

mutation of Glu 117, outside the Arf1-binding site, has no effect.
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Sec7 domain that might be involved in this process or in other
protein–protein interactions. M
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Methods

Crystallization. A truncated form of human ARNO (residues 51–252)

encompassing the Sec7-homology domain was overexpressed in Escherichia coli

and purified as described3. Crystals were grown in a hanging drop formed by a

1:1 mixture of the protein at 8 mg ml−1 and the reservoir crystallization

solution, containing 12.5% PEG 4000, 200 mM LiSO4, 3.5% propanol and

1 mM DTT buffered in 100 mM EPPS at pH 8.5. Stabilization in cryoprotectant

conditions was achieved by increasing the concentration or PEG 4000 and

adding 20% glycerol. Heavy-atom derivatives were prepared in the stabilization

solution supplemented with heavy-atom salts. The crystals belong to space

group P213 (a ¼ b ¼ c ¼ 89:78 Å, a ¼ b ¼ g ¼ 908), with one molecule in

the asymmetric unit.

Data collection and processing. The native and EMTS (ethyl mercury

thiosalicylate) derivative data sets were collected at 4 8C on a Mar image plate at

beam line W32 of the LURE synchrotron with l ¼ 0:97 Å (Orsay). The K2Hgl4
derivative data were recorded at the l2 absorption edge of Hg (1.0079 Å) at

100 K on a charge-coupled device (CCD) camera at beam line D2AM of the

ESRF synchrotron (Grenoble). CCD images were converted to pseudo Mar

images with IMAC (written by M. Roth). Data were processed with DENZO

and scaled with SCALEPACK.

Phasing and refinement. Two heavy-atom sites were first located for the

EMTS derivative from isomorphous difference Patterson maps using RSPS29,

and their parameters were refined with the maximum likelihood method

implemented in SHARP30. Subsequent identification of a third minor site in

the EMTS derivative and of the two sites in the K2Hgl4 derivative was carried

out with the residual map facility in SHARP. Anomalous scattering was

introduced in the heavy atoms parameter refinement at that stage for both

derivatives. The ligands of the Hg atoms were found later to be the three

cysteines of ARNO-Sec7, with the sites of the K2Hgl4 derivative within 1 Å of

the major sites of the EMTS derivative. Multiple isomorphous replacement

combined with anomalous scattering (MIRAS) phases were improved by

solvent flattening with SOLOMON29 with a solvent content of 46%. The

figure-of-merit weighted electron-density map at 10–2.6 Å resolution was

easily interpretable at that stage, from which an initial model was built using

program O. The initial R factor for that model was 38%. Experimental phases

were not used later during refinement. Subsequent model building and

positional refinement were carried out with TURBO and X-PLOR.

Site-directed mutagenesis and nucleotide-exchange assay. Mutants of

ARNO-Sec7 were expressed in E. coli and purified as described for the wild-type

protein3. Nucleotide exchange was measured by monitoring the intrinsic

tryptophan fluorescence of Arf1 as described22. The assay was performed at

37 8C with 0.2 mM myristoylated Arf1-GDP, 0.1 mM ARNO-Sec7, 10 mM GTP

and 0.4 mg ml−1 unilamellar vesicles containing 70% phosphatidylcholine and

30% phosphatidylglycerol (S.B.-D. et al., unpublished observations).

Structure analysis. Predictions of secondary structure were done with PHD

(EMBL server www.embl-heidelberg.de). Docking of ARNO-Sec7 onto Arf1-

GDP (ref. 24) (Protein Data Bank entry 1HUR) was performed manually and

refined with an automated method based on surface complementarity of

molecules treated as rigid entities. The cdc25 and dbl domain sequences

threaded onto the ARNO-Sec7 structure were from the mouse exchange

factor for Ras, cdc25, and the human exchange factor for Rho, Dbl, respectively.

A hundred unrelated sequences were threaded onto ARNO-Sec7 to provide a

statistical background25.
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22. Antonny, B., Béraud-Dufour, S., Chardin, P. & Chabre, M. N-terminal hydrophobic residues of the G-

protein ADP-ribosylation factor-1 insert into membrane phospholipids upon GDP to GTP exchange.

Biochemistry 36, 4675–4684 (1997).
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The labelling of Fig. 1 of this Letter was incomplete in several places. The corrected figure is reproduced below. M

1 Brachiolar complex (larva)

2 Rudiment ectoderm invaginates

3 Cilated band rearranged in larva

4 Radial symmetry
Loss of cephalization and brain?
Radial nerve cords
Gut and CNS orthogonal
Water vascular system with podia
Calcareous endoskeleton

a

Metazoa

Bilateria

Protostomia Deuterostomia

Cnidaria Annelida Arthropoda Chordata Echinodermata

b

?Echinodermata

Eleutherozoa

EchinozoaAsterozoa

(Crinoidea) (Asteroidea) (Ophiuroidea) (Echinoidea) (Holothuroidea)

Morphology Genes : sites of expression

Morphology Genes : sites of expression

Larvae

Adults

5 orthodenticle ciliated band (larva)

6 distal-less rudiment invagination

7 distal-less brachiolar arms (larva)
distal-less subtrochal cells (larva

8 engrailed ectoderm
(skeletogenesis?)

orthodenticle podia
distal-less podia

feather stars sea stars brittle stars sea urchins sea cucumbers

4 distal-less sensory placodes
   engrailed brain and somites

5 engrailed sensory boundaries

6 distal-less antennae and limbs

7 Hox cluster domains along A/P axis
   distal-less anterior CNS
   engrailed ganglia along CNS

 8 Hox genes domains along A/P axis

1 Complex brain
Somites

2 Segmentation
Antennae

3 Bilateral symmetry
Anteroposterior body organization
Medial nerve cord
Gut and CNS parallel
Complex life cycle with larva
Ciliated band in larva orthodenticle anterior CNS



108

Annexe C :  Essais  de  cristallisation  de  Arf1∆∆∆∆17  en

complexe  avec  du  GTPγγγγS  et  en  complexe  avec  son

facteur  d'échange  sec7-ARNO

Suite à l'étude structurale du domaine sec7 du facteur d'échange humain ARNO

des protéines Arf (sec7-ARNO) (Annexe B), nous nous sommes intéressés au

mécanisme d’activation structural complet de Arf1 par le domaine sec7 de ARNO.

Des  généralités sur les facteurs d'échange des protéines Arf sont présentées dans le

Chapitre 2-I-2-a et sur la protéine Arf1 en particulier dans le Chapitre 2-I-3.

Le projet principal de ma thèse portait sur l'étude structurale de Arf1∆17 en

complexe avec un analogue non hydrolysable du GTP,  de Arf1∆17 en complexe avec

sec7-ARNO sauvage, et en complexe avec un mutant de sec7-ARNO (E156K). Durant

une année, j'ai essayé d'obtenir des cristaux de ces trois différents complexes sans

succès. Ce projet a pris fin lors de la publication des structures de Arf1∆17 en

complexe avec du GDPNHP et de Arf1∆17 en complexe avec le domaine sec7 du

facteur d'échange de levure Gea2 des protéines Arf, par Jonathan Golberg (Goldberg,

1998).

Mécanisme général  d'activation d'une petite protéine G par un facteur

d'échange. Les facteurs d'échange stimulent la dissociation du GDP fortement fixer

à la petite protéine G en réponse à différents stimuli. Cette réaction se déroule en

plusieurs étapes (fig.23) (Quilliam, 1995). Tout d'abord, le facteur d'échange forme

un complexe de reconnaissance, de faible affinité avec la forme GDP de la petite

protéine G (Klebe, 1995). Le GDP se dissocie alors du complexe, lequel devient un

complexe binaire de forte affinité (vide de nucléotide) (Lai, 1993). Cet intermédiaire

ne s'accumule pas dans la cellule, car il est rapidement dissocié par l'arrivée du GTP

dans le site nucléotidique. In vitro, les facteurs d'échange sont aussi susceptibles de

dissocier le GTP de la petite protéine G. Cependant, in vivo la concentration plus

élevée du GTP par rapport au GDP et l'interaction de la forme GTP avec des

effecteurs favorisent la réaction d'échange dans le sens GDP vers GTP. Le

mécanisme général présenté dans la figure 23 implique que la forme vide de



GG

      G

GEF

GEF

        G

GDP

GDP

GTP

GEF        G

GTP

GEF

GEF

Figure 23 : Mécanisme d’activation des petites protéines G (pG) par un facteur
d’échange GDP/GTP (GEF). L’activation de la petite protéine G se fait en plusieurs
étapes. La pG s’associe à la GEF pour former un complexe de reconnaissance de faible
affinité pG-GDP/GEF, le GDP se dissocie de ce complexe, produisant un intermédiaire vide
de nucléotide pG/GEF de forte affinité. Le GTP peut venir s’associer à la pG vide de
nucléotide et former un second complexe ternaire pG-GTP/GEF qui se dissociera pour
produire une PG active et une GEF libre d’effectuer un nouveau cycle.

Intermédiaire stable et
vide de nucléotide.
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nucléotide de la petite protéine G qui est instable n'existe pas dans la cellule seule ;

elle est stabilisée par la formation d'un complexe avec son facteur d'échange.

Dans le but d'étudier le mécanisme structural complet de l'activation de Arf1

par ARNO, nous cherchions à déterminer les structures des différents complexes de

la figure 23, qui n'avait pas encore été résolues. Les structures de Arf1-GDP ((Amor,

1994) et (Greasley, 1995)) et de sec7-ARNO (Cherfils , 1998) ont été résolues

précédemment. C'est pourquoi, nous nous sommes intéressés à la forme GTP de

Arf1 et aux différents complexes formés entre Arf1 et ARNO.

Présentation des constructions de Arf1 et de ARNO que nous avons utilisé

pour étudier structuralement le mécanisme complet d'activation de Arf1

par ARNO. Arf1 a besoin de la présence de membrane pour être activée (Kahn et

Gilman, 1986). Arf1 tronquée de ses 17 premiers résidus (Arf1∆17) est activée sans

la présence de membrane (Kahn, 1992), c'est pourquoi nous avons utilisé cette

construction pour la cristallisation. Pour étudier le complexe de forte affinité entre

Arf1∆17 et ARNO, nous nous sommes restreint au domaine sec7 de ARNO, domaine

qui porte l'activité d'échange et qui forme un complexe stable avec Arf1∆17 (Paris,

1997). Le complexe de plus faible affinité entre Arf1∆17-GDP et sec7-ARNO n'est pas

stable en solution, il n'est donc pas possible de le cristalliser. Cependant, l'équipe de

Marc Chabre a montré que le mutant E156K de sec7-ARNO interagit avec la forme

GDP de Arf1∆17 en absence de magnésium, de manière stable (Beraud-Dufour,

1998). Ainsi, l'étude structurale du complexe Arf1∆17-GDP/E156K-sec7-ARNO, nous

permettra d'obtenir des informations sur le complexe de faible affinité entre sec7-

ARNO et Arf1∆17-GDP.

Préparation et purification des différents complexes

� Arf1∆17 en complexe avec un analogue non hydrolysable du GTP, le GTPγS

Arf1∆17 est mis en présence d'EDTA, pour chélater le magnésium libre dans la

solution et celui présent dans le site nucléotidique. La chélation du magnésium

aura pour effet de dissocier le nucléotide de la protéine. Arf1∆17 vidée de son
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nucléotide est alors mise en présence d'un excès de GTPγS, et en présence de

phosphatase alcaline (montée sur bille d'agarose) en quantité enzymatique. Les

analogues non hydrolysables du GTP comme le GTPγS, le GDPNHP et le GDPCH2P

sont de mauvais substrats pour la phosphatase alcaline, ce qui permet

d'hydrolyser le GDP ou le GTP libre en guanosine + phosphates inorganiques, sans

modifier l'analogue non hydrolysable du GTP, le GTPγS qui restera le seul

nucléotide présent en solution. Puis, la réaction de chélation du magnésium est

contrebalancée par l’ajout d'un excès de magnésium. Le magnésium est alors à

nouveau disponible pour stabiliser le nucléotide au sein de la protéine. Arf1∆17 est

alors chargée en GTPγS, en présence de magnésium. La phosphatase alcaline

(montée sur bille d'agarose) est éliminée par une étape de centrifugation.

� Arf1∆17 vide de nucléotide en complexe avec sec7-ARNO

sec7-ARNO et un excès de Arf1∆17 sont mélangés et dialysés contre un tampon

sans nucléotide et sans magnésium (Hepes 20mM pH8,2 et MgCl2 1µM). Ces

conditions de dialyse vont entraîner la dissociation du magnésium (Kd=~20µM) et

du nucléotide de Arf1∆17. La forme vide de nucléotide de Arf1∆17 se stabilise en

formant un complexe binaire stable avec sec7-ARNO (Paris, 1997). Le complexe

est ensuite purifié de l’excédant de Arf1∆17 vide de nucléotide par

chromatographie (gel filtration ou échangeuses d’ions).

� Arf1∆17-GDP en complexe avec E156K-sec7-ARNO en absence de magnésium

E156K-sec7-ARNO  et un excès de Arf1∆17-GDP sont mélangés et dialysés contre

un tampon sans magnésium et avec du GDP (Hepes 20mM pH8,2, MgCl2 1µM et

GDP 1mM). Ces conditions de dialyse vont favoriser la formation du complexe

ternaire Arf1∆17-GDP/sec7-ARNO sans magnésium (Beraud-Dufour, 1998). De

plus, il est possible de former de la même manière le complexe ternaire Arf1∆17-

GTP/E156K-sec7-ARNO en remplaçant le GDP par du GTP dans le tampon de

dialyse. Le complexe est ensuite purifié de l’excédant de Arf1∆17-GDP par

chromatographie (gel filtration ou échangeuses d’ions).
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Cristallisation des différents complexes. Des essais de cristallisations ont été

effectués sur les différents complexes de Arf1∆17, sans donner aucun résultat

exploitable.

Différentes conditions de cristallisation ont été testées :

� Avec différents précipitants comme des sels, des précipitants polymériques et des

solvants organiques (seuls ou en co-précipitants), et à différentes concentrations.

� Avec différents tampons de natures différentes et à des pH différents (pH 4 à 9).

� Avec différents additifs, comme des solvants organiques, du DTT, des sels…

� En faisant varier la concentration des différents complexes (de 3 à 12 mg/ml).

�  Avec différentes méthodes de cristallisation, par diffusion de solvant en phase

gazeuse (gouttes suspendues et assises) et par microbatch.

� A différentes températures (18 et 4 °C)

De plus, des essais de micro-ensemencements ont été réalisés en utilisant des

cristaux de sec7-ARNO et de E156K-sec7-ARNO.

Obtention des cristaux de complexe de Arf1∆∆∆∆17 par Jonathan Golberg.

Jonathan Golberg a obtenu des cristaux de Arf1∆17-GDPNHP en concentrant la

protéine à 50 mg/ml (concentration élevée que nous n'avions pas testée). Comme

nous, Jonathan Golberg a tenté d'obtenir des cristaux du complexe vide de

nucléotide entre Arf1∆17 et sec7-ARNO sans succès, malgré de nombreux essais

(Goldberg, 1998). C'est pourquoi, il a choisi de tester des homologues du domaine

sec7 de ARNO. Il a obtenu des cristaux de Arf1∆17 vide de nucléotide en complexe

avec le domaine sec7 de Gea2, facteur d'échange de levure, à une concentration

(très) élevé de 80 mg/ml (Goldberg, 1998).
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Annexe D :   Cristallisation   et   collecte   des   données

                     cristallographiques  de   Arf6-GTPγγγγS

Dans le but de résoudre le cycle structural GDP/GTP de Arf6 et de connaître,

pour la première fois la conformation de la forme GTP d'une protéine Arf en présence

de son hélice N-Terminale, nous avons résolu la structure de Arf6-GTPγS à une

résolution de 2,8Å. Dans un premier temps, j'ai cristallisé, et préparé les cristaux

pour la  collecte de données cristallographiques en cryogénie. Et dans un second

temps, Sebastiano Pasqualato au laboratoire a résolu la structure par remplacement

moléculaire. Les généralités sur la protéine Arf6 et la famille à laquelle elle appartient

sont présentées au Chapitre 2.

Cristallisation de Arf6-GTPγγγγS

Des essais de cristallisation ont été réalisés sur les différents complexes de Arf6

suivants :

�  Arf6-GTP : les protéines Arf ont une activité GTPasique trop faible pour être

mesurée <0,0015mn−1, par conséquent la cristallisation de Arf6 avec son vrai

substrat le GTP est envisageable. L'échange du nucléotide a été effectué comme

pour Arf6-GDP décrit au -II-B-1/échange du nucléotide

�  Arf6-GTPγS : l'échange du nucléotide a été réalisé comme pour Arf1∆17-GTPγS

décrit dans l'annexe C/Préparation des différents complexes

� Arf6-GDPNHP : l'échange du nucléotide a été réalisé comme pour Arf1∆17-GTPγS

décrit dans l'annexe C/Préparation des différents complexes

En utilisant les méthodes de cristallisation suivantes :

� Diffusion de solvant en phase gazeuse (gouttes assises et gouttes suspendues).

�  Microbatch (avec des huiles qui préviennent complètement ou partiellement

l'évaporation de la solution de cristallisation, respectivement de l'huile de

paraffine et une mixture (1:1) d'huile de paraffine et d'huile de silicone)



Figure 24: Cristaux de Arf6-GTPγγγγS. Cristallisation de Arf6-GTPγS par la méthode

de diffusion de solvant en phase gazeuse, avec une goutte pendante. La goutte
contenait à volume 2/1: Arf6-GTPγS (10 mg/ml) et une solution comprenant du PEG

4000 ~20%, acétate de sodium à 100mM pH4.6, sulfate d'ammonium à 200mM, DTT
à 1mM et MgCl2 à 5mM
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En faisant varier les conditions suivantes :

� Différents précipitants (Sels, précipitants polymériques et solvant organique)

� Différents tampons à différents pH

� Différents additifs (DTT, MgCl2, Sels…)

� Différentes températures (18°C et 4°C)

� Différentes concentrations des complexes (de 4 à 46 mg/ml)

� La taille des gouttes et le rapport volume de la solution protéique sur volume de

la solution de cristallisation

Les cristaux qui ont été obtenus ont permis d'effectuer les manipulations suivantes :

� Des trempages et de la cocristallisation ont été faits en utilisant des lanthanides

(lanthanides : Eu(NO3)3, TbCl3 et LuCl3 à 5mM). Les lanthanides sont susceptibles

de remplacer le magnésium dans le site nucléotidique et sont utilisés comme

atomes lourds pour résoudre la structure par remplacement isomorphe ((Wei,

1997), (Longenecker, 1999)).

� Micro-ensemencement (à partir de cristaux de Arf6-GTPγS)

� Macro-ensemencement (à partir de cristaux de Arf6-GTPγS)

� Ajout de protéine après la cristallisation à même la goutte

Résultats

Les plus beaux cristaux ont été obtenus avec Arf6-GTPγS à une concentration de

~10mg/ml, par la méthode de diffusion de solvant en phase gazeuse (gouttes

suspendues et assises (2:2)), à 18°C. Ils ont cristallisé dans les conditions suivantes :

PEG 4000 ~20%, acétate de sodium à 100mM pH4.6, sulfate d'ammonium à 200mM,

DTT à 1mM et MgCl2 à 5mM (fig.24). Après la cristallisation, l'ajout de 1µl de Arf6-

GTPγS (~10mg/ml) permet aux cristaux de poursuivre leur croissance sans affecter

la qualité de diffraction du cristal. Cependant, ces conditions de cristallisation n’ont

pas permis d’obtenir des données cristallographiques à une résolution inférieure à

2,8Å.
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Préparation des conditions de congélation des cristaux de Arf6-GTPγγγγS

De plus en plus, les données cristallographiques sont collectées à des

températures cryogéniques (-170°C). Les cristaux sont placés dans une solution

cryoprotectante et sont très rapidement congelés ("flash cooling") pour prévenir la

cristallisation de l’eau dans les canaux de solvant du cristal et du solvant enveloppant

le cristal. Cette technique offre de multiples avantages par rapport à la collecte de

données cristallographiques de cristaux à 4°C. En effet, les dommages dus aux

radiations sont minimisés, souvent les limites de la résolution augmentent et les

paramètres d'agitation thermique diminuent (conséquence d'un système mieux

ordonné). De plus, les techniques de congélation permettent de stocker et de

transporter facilement les cristaux congelés.

Les cristaux de Arf6-GTPγS ont été trempés dans différentes conditions de

cryogénie. Les conditions de cryogénie reprennent les conditions de cristallisation (la

concentration de PEG4000 a été diminuée)  plus un agent cryoprotectant. Nous

avons testé les cryoprotectants suivants:

� PEG400 (15-20%)

� Glycérol (15-20%)

� Xylitol (20%)

� MPD (15-20%)

� Ethylène Glycol (10-15%)

Les conditions contenant du glycérol (~15%), de l'éthylène glycol (~15%) et du

PEG 400 (~20%) n'ont pas entraîné de dommage sur les cristaux. Ces cristaux ont

été congelés rapidement par deux techniques différentes qui n'ont pas endommagé

les cristaux :

� Congélation dans l'éthane liquide (fig.25)

� Congélation dans l'azote liquide
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Itinéraire du cristal qui a permis de résoudre la structure de Arf6-GTPγγγγS.

Protéine : Arf6-GTPγS à une concentration de 8,6 mg/ml

Méthode de cristallisation : diffusion de solvant en phase gazeuse, dans une goutte

suspendue contenant 2µl de la solution protéique et 1µ l de la solution de

cristallisation.

Solution de cristallisation :   PEG 4000 17%
     Sulfate d'ammonium 200mM
      Acétate de sodium 100mM à pH 4,6
     MgCl2 5mM
     DTT 1mM

Taille du cristal : section ~50x50µm2

1 mois après…

Manipulation faite sur le cristal : Ajout de 1µl de Arf6-GTPγS à une concentration de

7 mg/ml à même la goutte de cristallisation (lamelle rescellée sur le même puits).

2 semaines après…

Trempage dans solution cryoprotectante : PEG4000 20%
   Sulfate d'ammonium 200mM
   Acétate de sodium 100mM à pH4,6
   MgCl2 5mM
   DTT 1mM

      PEG 400  25%

La stabilisation du cristal dans ces conditions a été faite en 3 trempages successifs

de 10 minutes, en augmentant la concentration du cryoprotectant (PEG 400 : 8%,

16% et 25%).

Congélation du cristal : le cristal a été immédiatement congelé dans de l'éthane

liquide (fig.25) et stocké dans un "Dewar" rempli d'azote liquide.

1 mois après, au synchrotron…

Décongélation/Recongélation du cristal : Le cristal de Arf6-GTPγS était pris dans un

film de glace, ce qui est gênant pour la qualité des données de diffraction. C'est

pourquoi, le cristal a été décongelé (mis à température ambiante) et recongelé

rapidement dans un flux d'azote liquide pour éliminer le film de glace.



Azote liquide

Ethane liquide

Ethane solide

Etape 1: Préparer solution d'éthane
liquide. Remplir un falcon® (10ml) d'éthane
liquide. Le falcon® doit être placé dans un
bain d'azote liquide pour éviter l'ébullition
immédiate de l'éthane liquide au cours du
remplissage. Reboucher le falcon® lorsque
celui-ci est rempli (10ml d'éthane liquide
permet de congeler environ 3 cristaux) et le
stocker dans le bain d'azote liquide (63-
77°K). A cette température l'éthane va se
solidifier dans les falcon® (T° de fusion de
l'éthane 101°K).

Falcon

Etape 3 : Congélation du cristal.
a-Liquéfaction de l'éthane solide: en retirant le
falcon® rempli d'éthane solide du bain d'azote
liquide et en le plaçant à température ambiante.
Attention à l'effet bouchon de champagne au cours
de la liquéfaction, déboucher rapidement le
falcon® avant la liquéfaction complète.
b-Congélation du cristal : la boucle où est pris le
cristal est plongée dans un cryotube rempli
d'éthane liquide.

Attention ces manipulations doivent être faites très
rapidement pour éviter que la majorité de l'éthane
liquide s'évapore

Etape 2 : Pêcher le cristal avec une boucle.
Le cristal, préparé pour la congélation (stabilisé
et trempé dans des conditions de cryogénie) est
pêché avec une boucle.

Etape 4: Stocker le cryotube dans de l'éthane liquide.
Le cryotube est placé rapidement dans un bain d'azote liquide, afin
de solidifier l'éthane liquide autour du cristal.
Attention, ne pas immerger complétement le cryotube dans le bain
d'azote liquide, car le cryotube possède un petit trou d'évacuation
où l'azote liquide peut s'infiltrer et chasser l'éthane encore liquide.
Le cryotube pourra alors être stocker dans un dewar contenant de
l'azote liquide, évitant ainsi la liquéfaction de l'éthane solide.

Figure 25: Méthode de congélation des cristaux dans de l'éthane liquide.

cryotube

cristalboucle

a

b
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Collecte d'un jeu de données cristallographique : Un jeu de données

cristallographiques a été enregistré à l'ESRF (Grenoble) sur la ligne ID14-1

(λ=0,934Å)  à une résolution de 2,8Å.

Conclusions

La structure de Arf6-GTPγS a été résolue par remplacement moléculaire en

utilisant comme modèle Arf1∆17-GTP par Sebastiano Pasqualato. L'étude structurale

de Arf6-GTPγS fait l'objet de la préparation d'une publication (S. Pasqualato, J.

Ménétrey, M. Franco et J. Cherfils).
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Résumé

Les petites protéines G sont des protéines capables de fixer du GDP ou du GTP, ce qui va
induire des changements de conformation au sein de la protéine qui lui permettront d'interagir
avec des partenaires cellulaires distincts, et ainsi de jouer un rôle "d'interrupteur moléculaire". Le
cycle GDP/GTP des petites protéines G ne fonctionne pas seul, il est régulé par un facteur
d'échange GDP/GTP (GEF) et une protéine activatrice de la GTPase (GAP). Les petites protéines G
sont impliquées dans des processus cellulaires fondamentaux et divers, comme la différentiation et
la prolifération cellulaire, l'organisation et la dynamique du cytosquelette, et les transports
intracellulaires. Un certain nombre de structures de petite protéine G sont maintenant connues, et
ont permis de définir le repliement général des petites protéines G et les changements de
conformation au cours du cycle GDP/GTP. Le premier projet porte sur l'étude structurale par
diffraction des rayons X de la petite protéine G Rap2A, homologue de l'oncogène Ras dans un
complexe non catalytique avec le GTP. Cette étude a permis de mettre en évidence la présence
d'une nouvelle interaction au niveau du site nucléotidique entre la tyrosine 32 et le phosphate
gamma du GTP. Et, nous avons montré que les changements de conformation de Rap2A au cours
de son cycle GDP/GTP sont caractérisés par deux transitions désordre/ordre. Le second projet
porte sur l'étude structurale par diffraction des rayons X de la petite protéine G Arf6 en complexe
avec du GDP. Cette étude a montré que deux protéines qui possèdent une forte homologie de
séquence peuvent avoir des structures assez différentes pour être distinguées. Les principaux
partenaires des formes GDP des petites protéines G sont les GEF, ce qui suggère une base
structurale pour la spécificité des GEF. En conclusion, nous discutons des bases structurales qui
permettent aux petites protéines G d'être distinguées les unes des autres.

Mots clés : Petite protéine G, Structure tridimensionnelle, Rap2A, Arf6, Plasticité structurale,
Flexibilité, Spécificité des facteurs d'échange GDP/GTP.

Abstract

Small G proteins are able to bind GDP or GTP in different conformations. The
conformational changes between GDP-form and GTP-form allow small G proteins to bind different
cellular partners and to play the role of a molecular swicth in the cell. The GDP/GTP cycle of small
G proteins doesn’t work without Guanine nucleotide Exchange Factors (GEF) which exchange GDP
for GTP and Guanine Activating Proteins (GAP) which hydrolyze GTP to GDP. Small G proteins are
regulator of important cellular functions as cellular differentiation and growth, cytoskeleton
dynamic and organization, and intracellular transports. Many small G protein structures are now
resolved and allow to define general folding and conformational changes of these proteins. As a
first project, we have resolved the structure of Rap2A, an oncogene Ras homologue in a non-
catalytic complex with its natural ligand the GTP. This study shows a new interaction in nucleotide
binding site between tyrosine 32 and the gamma phosphate of GTP. Moreover, we discuss the
definition of flexible regions and their hinges for this structure and in the light of expanding
database of small G protein structures. In other project, we have resolved the structure of Arf6 in
complex with GDP. This study provide a structural basis to understand how Arf6 and Arf1, which
share high sequence homology could be distinguished by their Guanine nucleotide Exchange
Factor. Moreover, we have observed that one sequence difference between Arf1 (Ile42) and Arf6
(Ser38) outside the nucleotide binding site affects its configuration and the nucleotide binding
properties. To conclude, we discuss the structural basis that could explain how small G proteins
which share high sequence homology could be distinguished by partners.

Keywords : small G protein, Tridimensionnal structure, Rap2A, Arf6, Structural plasticity,
Flexibility, Guanine nucleotide Exchange Factor specificity.
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