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Les « short-chain » prényltransférases (farnésyl diphosphate synthase [FPPS] et géranylgéranyl diphosphate synthase
[GGPPS]) et les protéine-prényltransférases (farnésyltransférase et géranylgéranyltransférase) sont des familles d’enzymes
impliquées respectivement dans la syntheése des groupements prényl C . et C, et dans leur attachement a I’extrémité€ C-terminale
de plusieurs protéines d’eucaryotes. La voie de prénylation des protéines étant une voie importante pour la localisation et
I’activation de plusieurs protéines, ces enzymes ont fait I’objet de nombreuses études de caractérisation chez les mammiferes
dans le but de développer de nouveaux outils thérapeutiques anticancéreux. Chez les insectes, seules la FPPS et la GGPPS
ont été caractérisées a ce jour. La FPPS semble présenter, chez le groupe des Lépidopteres, des traits uniques, constituant
ainsi une cible potentielle pour le développement d’insecticides biorationnels qui visent a perturber le mécanisme de plusieurs
voies métaboliques importantes incluant la biosyntheése de I’hormone juvénile et la prénylation des protéines. La poursuite des
travaux de caractérisation des FPPS et des GGPPS et I’étude des protéine-prényltransférases d’insectes fourniront des données
essentielles permettant de développer des insecticides biorationnels ciblant les enzymes de la prénylation.

Mots-clés. Enzyme, mode d’action, FPP synthase, GGPP synthase, protéine-prényltransférases, Lépidopteres.

Protein prenylation in insects: a potential target for the development of bio-rational insecticides targeting the
Lepidoptera? Short-chain prenyltransferases (farnesyl diphosphate synthase [FPPS] and geranylgeranyl diphosphate synthase
[GGPPS]) and protein-prenyltransferases (farnesyltransferase and geranylgeranyltransferase) are enzyme families involved in
the synthesis of C ; and C,, prenyl moieties and in their attachment to the carboxyl-termini of a variety of eukaryotic proteins,
respectively. Given that protein prenylation is an important post-translational modification essential for the localization and
activation of many proteins, these enzymes have been the focus of many studies in mammals, with a view to developing new
therapeutic tools for the treatment of cancer. In insects, only FPPS and GGPPS have been characterized to date. FPPS displays
unique features in the Lepidoptera, thereby making it a potential target for the development of bio-rational insecticides that
can disrupt key pathways, such as juvenile hormone biosynthesis and protein prenylation. Further characterization of insect
FPPS and GGPPS, and biochemical investigations of insect protein-prenyltransferases may provide the foundation for the
development of bio-rational insecticides targeting protein prenylation.

Keywords. Enzymes, mechanism of action, FPP synthase, GGPP synthase, protein-prenyltransferases, Lepidoptera.

1. INTRODUCTION

La prénylation des protéines est une modification
post-traductionnelle qui consiste en 1’attachement
par liaison covalente d’un groupement farnésyl (C ;)
ou géranylgéranyl (C,) a l'extrémité C-terminale
de certaines protéines. Cette modification est
nécessaire pour permettre a ces protéines de s’ancrer
aux membranes cellulaires ou pour moduler leurs

interactions avec d’autres protéines, acquérant ainsi
une activité normale (Figure 1).

Les premicres observations concernant ce
phénomene remontent a 1979, lorsque les premieres
protéines prénylées, la Rhodotorucine A (Kamiyaetal.,
1979) et I'hormone Tremérogéne A-10 (Sakagami
et al., 1979), ont été identifiées chez des champignons.
En 1986, I’analyse de la structure primaire des
protéines prénylées RAS chez la levure Saccharomyces
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Figure 1. Présentation schématique de la réaction de prénylation des protéines
portant le motif Cys-Ali-Ali-Xaa en extrémité C-terminale — Schematic
representation of protein prenylation reaction in the motif Cys-Ali-Ali-Xaa at

the C-terminus of the protein.

La prénylation permet I’ancrage des protéines aux membranes cellulaires —
Prenylation makes it possible for proteins to anchor onto cell membranes.

cerevisiae révélait la présence d’un motif conservé au
niveau de leur extrémité C-terminale. Ce motif était
formé d’un résidu cystéine, suivi de deux résidus
aliphatiques et d’un quatrieme résidu de nature variable
(Cys-Ali-Ali-Xaa) (Powers et al., 1986). Suite a cette
étude, ce motif a été décelé a nouveau dans plusieurs
protéines d’eucaryotes qui nécessitent une prénylation.
Ces protéines sont aussi impliquées dans des voies de
transduction de signal et jouent un r6le important dans
la régulation de la réplication et de la différenciation
cellulaire, dans I’organisation du cytosquelette et dans
le trafic vésiculaire. Parmi les protéines bien connues
qui subissent une prénylation, on retrouve les protéines
Ras ainsi que d’autres protéines oncogenes, dont les
protéines G apparentées aux Ras telles les Rab, Rho,
Rac et la sous-unité y du trimere de la protéine G, et
d’autres protéines telles les phosphodiestérases (PDE)
spécifiques au cGMP et les lamines nucléaires (Kawata
et al., 1990 ; Lowe et al., 1990 ; Buss et al., 1991;
Catty et al., 1991 ; Kinsella et al., 1991; Kitten et al.,
1991; Kloc et al., 1991; Yamane et al., 1991 ; Anant
et al., 1992). Les études du processus de prénylation
des oncogenes Ras chez les mammiferes constituent la
base de 1’établissement des mécanismes moléculaires
de la prénylation.

Chez les insectes, les études d’identification des
protéines prénylées sont beaucoup moins nombreuses.
Par exemple, les ADNc codant pour trois protéines
Ras (BmRas1, BmRas2 et BmRas3) ont été clonés tout
récemment chez le Lépidoptere Bombyx mori (Ogura
et al., 2009). Chez Drosophila melanogaster, les génes
codant pour plusieurs homologues apparentés aux PDE
spécifiques au cGMP des vertébrés ont été identifiés
a partir du génome de cet insecte. Parmi ces genes,
on compte le géne CG8279 qui est I’homologue de
la PDE6 des humains chez qui elle est exprimée dans
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le systeme rétinal ou elle contrdle la
phototransduction (Day et al., 2005).
Chez la drosophile, cette protéine
semble étre localisée dans la membrane
apicale des tubules de Malpighi, ou
elle est responsable de la modulation
n de la concentration locale du cGMP et
du mécanisme de détoxification par les
tubules (Day et al., 2008).

Vu I'important réle physiologique
des protéines prénylées, autant
chez les mammiféres que chez les
insectes, la compréhension des
mécanismes biochimiques régulant
la prénylation et la caractérisation
des enzymes impliquées dans ce
processus sont d’un grand intérét. Ces
deux éléments constituent d’ailleurs
le sujet de la présente synthese,
laquelle est axée sur I’implication des
connaissances récemment acquises dans ce domaine
pour le développement d’insecticides biorationnels
ciblant les Lépidopteres. Notre synthése se veut
donc un complément a celle publiée précédemment
(Vandermoten et al., 2008b), laquelle n’abordait pas le
sujet de la prénylation des protéines, mais portait plutot
sur les isoprényl diphosphate synthases d’insectes,
avec une attention particuliere accordée a celles des
pucerons et a leurs roles dans la biologie de ces insectes.

2. LES PROTEINE-PRENYLTRANSFERASES

Les protéine-prényltransférases sont les enzymes qui
catalysent la réaction de prénylation. Ces enzymes
affichent généralement une affinité pour les motifs
conservés (par exemple, Cys-Ali-Ali-Xaa) qui sont
localisés a I’extrémité C-terminale des protéines
cibles. Chez les mammiferes, il existe trois types de
protéine-prényltransférases : les farnésyltransférases
(FTase) et les géranylgéranyltransférases de type I
(GGTase-1), lesquelles reconnaissent le méme motif
chez leurs substrats (Cys-Ali-Ali-Xaa), formant ainsi
le groupe des protéine-prényltransférases CaaX ; et
les géranylgéranyltransférases de type II (GGTase-2 ;
aussi connue sous le nom de géranylgéranyltransférase
Rab), lesquelles reconnaissent d’autres motifs, ce qui
leur a valu I’appellation de protéine-prényltransférases
non-CaaX (Casey et al., 1996).

La FTase est responsable de 1’attachement d’un
groupement farnésyl a la cystéine du motif CaaX,
dans lequel « X » correspond a une méthionine, une
glutamine, une sérine, une thréonine ou une cystéine, et
« a» aun acide aminé aliphatique (Manne et al., 1990 ;
Moores et al., 1991). La GGTase-1 catalyse, quant a
elle, I’attachement d’un groupement géranylgéranyl



378 Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2014 18(3), 376-382

a la cystéine du motif CaaX, ol « X » désigne une
leucine, une isoleucine ou une phénylalanine (Roskoski
et al., 1998). La GGTase-2 transfére un groupement
géranylgéranyl a des protéines possédant a I’extrémité
C-terminale le motif CC, CCX, ou CXC (Casey et al.,
1996).

Les protéine-prényltransférases ont, a ce jour,
été caractérisées seulement chez les mammiferes,
mais certaines études récentes s’intéressent a leur
caractérisation chez les plantes, les champignons,
les insectes et les protozoaires. Ainsi, on connait la
localisation chromosomale et le nombre d’exons
pour les genes des protéine-prényltransférases chez
différents organismes eucaryotiques, dont Homo
sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster,
Arabidopsis thaliana et Saccharomyces cerevisiae
(Maurer-Stroh et al., 2003).

Sur le plan structural, les enzymes FTase, GGTase-1
et GGTase-2 ont toutes les trois une structure
hétérodimérique (Casey et al., 1996 ; Park et al., 1997 ;
Zhang et al., 2000). Chaque enzyme est constituée de
deux sous-unités, o et [, qui se distinguent par leur
repliement et qui ne semblent pas étre issues d’un
ancétre commun (Andres et al., 1993 ; Dhawan et al.,
1998). Chez la plupart des organismes, les sous-unités
o de la FTase et la GGTase-1 sont encodées par le
méme gene (Maurer-Stroh et al., 2003).

Les études de localisation tissulaire des protéine-
prényltransférases chez les humains indiquent leur
expression dans une variété de tissus. Puisque les
niveaux d’expression détectés sont parfois proches du
seuil de détection, il se pourrait que ces résultats ne
refletent pas le vrai profil d’expression de ces enzymes
(Haverty et al., 2002 ; HuGE Index ; Maurer-Stroh
etal., 2003).

Chez les insectes, aucune étude de caractérisation
biochimique de protéine-prényltransférases n’a
été rapportée a ce jour. Toutefois, des analyses
transcriptionnelles préliminaires de ces enzymes chez
le Lépidoptere Choristoneura fumiferana ont été
présentées par Barbar et al. (2013). Dans cette étude,
il a été démontré que les transcrits des sous-unités
 des trois protéine-prényltransférases atteignent
leur niveau le plus élevé a la fin du 6° (dernier)
stade larvaire, probablement pour prényler et activer
des protéines impliquées dans le processus de la
métamorphose. On y a aussi noté que la prénylation par
la géranylgéranylation avec les GGTases semble étre
la forme prédominante de prénylation des protéines
durant les différents stades de développement de
I’insecte (Barbar et al., 2013), comme cela est le cas
chez les mammiferes (Farnsworth et al., 1990 ; Rilling
etal., 1990 ; Epstein et al., 1991).

De facon surprenante, d’autres analyses
transcriptionnelles ont suggéré que la sous-unité o,
présumée commune a la FTase et la GGTase-1 de
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Choristoneura fumiferana, est exprimée tres fortement
dans les tubules de Malpighi alors que I’abondance des
transcrits spécifiques a la sous-unité f3 est faible (Barbar
et al.,non publié). Cette observation s’apparente a celle
faite dans certains tissus humains. Elle suggere que la
sous-unité o pourrait avoir une activité de prénylation
indépendante ou une activité dépendante d’une
interaction avec une protéine qui n’appartient pas a la
famille des protéine-prényltransférases (Maurer-Stroh
etal., 2003).

3. MECANISME TYPIQUE DE PRENYLATION
DES PROTEINES

Les mécanismes moléculaires de cette voie métabolique
ont été élucidés dans le cadre de travaux réalisés sur
des cellules de mammiféres. La prénylation débute
par la reconnaissance du motif CaaX par la FTase et la
GGTase-1, apres leur liaison respective au farnésyl et
au géranylgéranyl. Le transfert d’une chaine farnésyl
ou géranylgéranyl a I’atome de sulfure de la cystéine
du motif s’effectue par la formation d’un complexe
entre le cation bivalent Zn** et la cystéine (Park et al.,
1997). Apres le transfert, les trois acides aminés en
aval de la cystéine sont éliminés par une protéase.
Finalement, une méthyltransférase catalyse I’ajout
d’un groupement méthyl au groupement a-carboxyl de
la cystéine. Ces modifications donnent naissance a une
protéine ayant une extrémité C-terminale S-farnésyl (ou
S-géranylgéranyl) cystéine a-méthyl ester (Figure 2).

Contrairement a la FTase et a la GGTase-1, la
GGTase-2 ne requiert pas un motif particulier a
I’extrémité C-terminale de la protéine devant Etre
prénylée. Toutefois, les protéines cibles se terminent
habituellement par CC ou CXC et un groupe
géranylgéranyl peut étre ajouté a chacune des deux
cystéines. La GGTase-2 reconnait la protéine cible en
raison du complexe qu’elle forme avec une protéine
d’accompagnement (Rab escort protein [REP] ou
la composante A); elle explore alors I’extrémité
C-terminale de la protéine cible a la recherche de
cystéines prénylables (Alexandrov et al., 1999). Le
transfert du groupe géranylgéranyl a la protéine substrat
requiert aussi la présence d’ions bivalents Zn**.

La protéine d’accompagnement est impliquée dans
le transport de la protéine géranylgéranylée et dans
sa localisation au niveau de la membrane cellulaire
(Alexandrov et al., 1999).

4. METABOLISME DES TERPENES FPP ET
GGPP

En 1985, le rble-clé de la voie du mévalonate dans
la réaction de prénylation des protéines a été mis en
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Figure 2. Illustration de la réaction de prénylation chez les humains —
Illustration of prenylation reaction in humans.

n=2,3

La prénylation commence par la liaison d’un groupement farnésyl ou géranylgéranyl
a la cystéine du motif Cys-Ali-Ali-Xaa (Caax) de I’extrémité C-terminale de

la protéine cible. La protéine prényl protéase RCE1 est une métalloprotéinase
humaine dont le rdle est de cliver les trois acides aminés apres la cystéine. La
isoprénylcystéine méthyltransférase catalyse 1’ajout d’un groupement méthyl au
groupement o-carboxyl de la cystéine — Prenylation begins with the attachment of a
farnesyl or geranylgeranyl moiety to the cystein in the Caax motif at the C-terminus
of the protein. The protein prenyl protease RCE1 is a human metalloproteinase that
cleaves the last three amino acids of the motif downstream from the cystein. The
isoprenylcystein methyltransferase catalyzes the methylation of the a-carboxyl group
of the cystein.
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mévalonate. Le mévalonate subit deux
phosphorylations  successives ainsi
qu’'une décarboxylation conduisant a
la formation de l'unité isoprénique,
I’isopentényl  diphosphate  (IPP),
formé de cinq atomes de carbones.
Le farnésyl diphosphate (FPP)
et le géranylgéranyl diphosphate
(GGPP) sont obtenus a la suite de
la condensation de trois ou quatre
unités isopréniques, respectivement.
Ainsi, la chaine du groupement FPP
est formée de 15 carbones et celle du
groupement GGPP de 20 carbones.
Les prényltransférases FPP synthase
(FPPS) et GGPP synthase (GGPPS)
sont responsables de la catalyse de
la condensation de ces groupements
(Figure 3). Ces enzymes ont é&té
largement étudiées et caractérisées
chez les mammiferes (Yeh et al.,
1977 ; Barnard et al., 1981 ; Wilkin
et al., 1990 ; Sagami et al., 1994 ;
Kuzuguchi et al., 1999 ; Kavanagh
et al., 2006 ; Miyagi et al., 2007).
Chez les insectes, I’enzyme
FPPS est la prényltransférase qui
a été la mieux caractérisée a ce

évidence lorsque I’inhibition de la réplication de
I’ADN dans une culture de cellules de mammiféres
dépourvues de mévalonate a été associée a I’absence de
protéines prénylées (Sinensky et al., 1985). En effet, les
groupements farnésyl et géranylgéranyl transférés aux
protéines sont les produits de la voie métabolique du

Voie du mévalonate

|

Isopentényl diphosphate (IPP) (C,) «—

jour, principalement dans le but de comprendre
son implication dans la biosyntheése des hormones
juvéniles. Elle a fait 1’objet d’études structurales
(modélisation), biochimiques et fonctionnelles, surtout
chez les Lépidopteres, chez lesquels elle présente des
caractéristiques uniques (Barbar et al., non publié ;

Diméthylallyl diphsophate (DMAPP) (IPP) (C,)

+ IPPJ FPP synthase
Farnésyltransférase
. Farnésylation

Farnésyl diphosphate (FPP) (

+ IPPJ, GGPP synthase

Géranylgéranyl diphosphate (GGPP) (C,,)

des protéines

Géranylgéranyl-
transferase

Géranylgéranylation
> des protéines

Figure 3. Production de I'IPP, du FPP et du GGPP par la voie du mévalonate — Production of IPP, FPP and GGPP via the

mevalonate pathway.
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Cusson et al., 2006 ; Kinjoh et al., 2007). En effet, chez
ce groupe d’insectes, la FPPS existe sous deux formes
paralogues distinctes : la FPPS de type I et la FPPS
de type II. La FPPS de type II semble étre adaptée a
la syntheése de formes homologues du FPP a branches
éthyliques, non identifiées chez d’autres organismes.
La FPPS de type I, quant a elle, semble structuralement
distincte des FPPS d’autres organismes et pourrait €tre
impliquée dans la prénylation des protéines dans tous
les tissus, principalement dans les tubules de Malpighi
(Barbar et al., non publié).

D’autre part, la GGPPS a été séquencée chez une
variété d’insectes incluant D. melanogaster (Lai et al.,
1998) et le termite Nasutitermes takasagoensis (Hojo et
al.,2007).Plusieurs GGPPS d’insectes ont été identifiées
dans le cadre de projets de séquencage de génomes
et leurs séquences ont été déposées dans GenBank.
Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués
dans la syntheése du GGPP et sa régulation dans la voie
de prénylation des protéines chez les insectes n’avaient,
jusqu’a récemment, fait I’objet d’aucune étude. Pour
combler cette lacune, Barbar et al. (2013) ont présenté
la premiere caractérisation biochimique, structurale
et transcriptionnelle d’'une GGPPS d’insecte, celle du
Lépidoptere Choristoneura fumiferana. Cette enzyme
affiche des caractéristiques typiques que I’on retrouve
chez la plupart des GGPPS de type III étudiées (par
exemple, GGPPS de mammiferes et de levures). Des
études cinétiques et de modélisation moléculaire de
cette enzyme ont indiqué que, tout comme les GGPPS
humaine et bovine (Sagami et al., 1994 ; Kavanagh
et al., 2006), la GGPPS de C.fumiferana subit
une inhibition par son produit, le GGPP, suggérant
I’existence d’un site dit inhibiteur en position centrale
de la cavité catalytique de I’enzyme. Toutefois,
I’enzyme de C. fumiferana affiche des caractéristiques
catalytiques et structurales qui n’avaient pas été
observées précédemment chez d’autres organismes.
Ces particularités semblent responsables de son
inhibition par son substrat allylique, le FPP, lorsque
celui-ci est présent a de hautes concentrations (Barbar
et al., 2013). Plus récemment, la GGPPS du scolyte
Dendroctonus ponderosae a fait I’objet d’une étude qui
a mis en évidence le role important de cette enzyme
dans la production de la phéromone « frontaline » pour
les méles de cette espece (Keeling et al., 2013).

S.LUTTE CONTRE LES INSECTES
RAVAGEURS : LES ENZYMES DE LA VOIE
DE PRENYLATION DES PROTEINES COMME
CIBLES POUR LE DEVELOPPEMENT DE
NOUVEAUX PRODUITS ANTIPARASITAIRES

Depuis quelques années, un nouveau groupe de produits
antiparasitaires, les insecticides « biorationnels »,
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offrent un compromis intéressant entre efficacité et
innocuité environnementale, et entre les pesticides
biologiquesetlesinsecticideschimiquesconventionnels.
Le principe actif de ces insecticides vise a perturber
la fonction d’une enzyme spécifique a un groupe
d’insectes. Il s’en suit une perturbation du processus
physiologique contr6lé par la molécule ciblée. Dans
ce contexte, les enzymes des voies biosynthétiques
de I’hormone juvénile, des phéromones sexuelles ou
d’alarme chez les Lépidopteres et les pucerons sont
considérées comme des cibles intéressantes pour ce
type d’insecticides. Et d’ailleurs, plusieurs études ont
porté sur I’identification des particularités structurales
et biochimiques des FPPS chez ces groupes d’insectes
(Cusson et al., 2006 ; Sen et al., 2007 ; Vandermoten
et al., 2008a ; Vandermoten et al., 2009). Récemment,
Barbar et al. (2013) ont cloné, chez C. fumiferana,
I’enzyme GGPPS qui est connue pour jouer un rdle
important dans la prénylation des protéines chez les
mammiferes. Cette enzyme de Lépidoptere présente
des particularités structurales et biochimiques uniques
et, des lors, I’idée de développer des insecticides
« biorationnels » ciblant cette enzyme ou d’autres
enzymes de la voie de prénylation des protéines
devient intéressante.

D’ailleurs, il est important de souligner que la
FPPS, la GGPPS et les protéine-prényltransférases
sont les cibles de divers inhibiteurs enzymatiques
aux propriétés thérapeutiques chez I’humain, et dont
I’activité entraine un blocage de la prénylation, la ol
cette voie métabolique est la cause de I’apparition de
diverses maladies (Appels et al., 2005 ; Dunford et
al., 2006 ; Dunford, 2010). Ainsi, il s’avere que des
molécules aux propriétés inhibitrices, spécifiques aux
enzymes de la prénylation, existent déja (par exemple,
bisphosphonates) et qu’il pourrait suffire de les
modifier pour leur conférer des propriétés insecticides.

Au-dela des considérations abordées plus haut
a propos de la FPPS et de la GGPPS, plusieurs
pistes de recherche fondamentale restent a explorer.
C’est le cas, par exemple, de la caractérisation des
structures tridimensionnelles des enzymes cibles
par cristallographie a rayons X, laquelle permet
d’approfondir la connaissance de leurs particularités
structurales et fonctionnelles. De plus, des études
de caractérisation des protéine-prényltransférases
d’insectes sont requises puisqu’on en connait trés peu a
leur sujet. Il est aussi important d’identifier clairement,
chez les insectes, les protéines dont I’inhibition de la
prénylation entrainerades perturbations physiologiques
importantes. Dans ce contexte, des algorithmes
permettant d’identifier les protéines prénylées (par
exemple, PrePs) (Maurer-Stroh et al., 2007) pourraient
s’avérer utiles. Ces approches combinées permettront
peut-étre de développer des inhibiteurs spécifiques
aux protéine-prényltransférases, lesquels pourraient
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étre utilisés comme insecticides dans la lutte contre les
ravageurs.
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