Mécanisme d’activation

de ’oncogene BRAF

L’union fait la force

Hugo Lavoie, Marc Therrien

> L'activation anormale de la pro-
téine kinase BRAF ou de composantes
de la voie ERK dont elle fait partie se
manifeste dans une forte proportion
de tumeurs cancéreuses humaines [1].
BRAF elle-méme est mutée dans 8 %
des cancers avec des incidences éle-
vées dans les mélanomes (70 %) et les
tumeurs thyroidiennes (33 %) [2]. BRAF
s’avere donc étre une cible de choix dans
les thérapies anticancéreuses comme en
témoignent plusieurs essais cliniques en
cours [1].

Dans sa forme la plus simple, la voie ERK
comprend trois kinases, soit RAF, MEK
et ERK/MAPK, qui transmettent par le
biais de phosphorylations en cascade les
signaux émis par la petite GTPase RAS.
Cette derniere est elle-méme activée
par des récepteurs membranaires, le
plus souvent des récepteurs a activité
tyrosine kinase (RTK), en réponse a des
signaux extracellulaires de proliféra-
tion, de différenciation ou de survie
cellulaire [3]. Le module RAF-MEK-ERK
est I'un des mieux caractérisés dans
le domaine de la signalisation intra-
cellulaire. Cependant, plusieurs stades
du mécanisme restent encore a éluci-
der comme, par exemple, la séquence
exacte des événements conduisant a
I’activation catalytique de RAF.

Complexité du mécanisme

d’activation de RAF

U'activation de RAF passe par plusieurs
étapes. Certaines mettent en ceuvre des
régulations non covalentes qui modi-
fient la localisation subcellulaire de
RAF ou la conformation de sa structure
tridimensionnelle, tandis que d’autres
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mettent en jeu des modifications post-
traductionnelles, le plus fréquemment
par phosphorylation.

Telle qu’elle est comprise aujourd’hui,
I’activation de RAF commence par son
recrutement a la membrane plasmique
via une interaction avec la petite GTPase
RAS liée au GTP (Figure 1A). Cette fixa-
tion de RAS a un domaine de la portion
amino-terminale de RAF, le Ras binding
domain (RBD), provoque en particulier
la déphosphorylation d’un résidu-clé
situé en amino-terminal de son domaine
kinase entrainant ainsi la libération d’un
dimere de 14-3-3 qui autrement séques-
tre RAF dans le cytoplasme. Cette libéra-
tion a pour effet d’exposer le cysteine-
rich domain (CRD) adjacent au RBD et
permet "ancrage de RAF & la membrane.
D’autre part, la liaison de RAF par RAS
déstabilise une interaction inhibitrice
entre la région amino-terminale de RAF
et son domaine kinase, ce qui rend ce
dernier réceptif aux prochaines étapes
d’activation et, notamment, la phos-
phorylation de résidus situés immédia-
tement en amino-terminal du domaine
kinase et dans sa boucle d’activation
[4] (Figure 1A). Hormis RAS et 14-3-3,
d’autres protéines semblent participer
au mécanisme d’activation de RAF [4].
Cest le cas de KSR (Kinase suppressor
of Ras), une protéine apparentée a RAF
par sa séquence et sa structure mais
qui est catalytiquement inactive. Quoi-
que cette protéine ait été initialement
décrite comme une protéine d’échafau-
dage avec pour role de recruter le subs-
trat MEK a son activateur RAF, plusieurs
données expérimentales lui attribuent
un role dans le mécanisme d’activation

de RAF [5, 6]. Nos travaux récents, qui font
I’objet de la présente nouvelle, ont révélé
le mécanisme par lequel KSR contribue a
I’activation de RAF. De plus, ils dévoilent un
aspect central du processus d’activation de
RAF insoupgonné jusqu’ici.

Dimérisation de RAF :

une élégante hypothése confirmée

Les mutations oncogéniques mises a part,
I’activation de RAF semble dépendre inva-
riablement de RAS. Des expériences effec-
tuées dans des cellules de drosophile en
culture ont permis de déceler une exception
a cette regle. €n effet, il s’avére que la
surexpression de KSR en présence de RAF et
de MEK suffit pour activer RAF sans requérir
une quelconque activité de RAS [6]. Ce
résultat, d’abord mystérieux, a été élucidé
par une étude de la structure du domaine
kinase de BRAF qui recéle un indice capital
de son mécanisme d’activation [7]. €n effet,
I’analyse structurale de ce domaine suggere
sa dimérisation ol chaque monomere se
présenterait cote a cote I’'un par rapport a
I'autre (Figure 1B et C) [6]. Cette hypothése
a été confirmée par des essais d’interaction
in vitro utilisant des protéines recombinan-
tes produites dans des bactéries [6]. Des
mutations ciblant divers résidus-clés de
I’interface non seulement perturbent la for-
mation de dimeres, mais, de plus, abolissent
I’activité kinase de BRAF. Il semble donc que
la dimérisation de RAF soit un élément-clé
de son processus d’activation.

€tant donné I’étroite homologie des séquen-
ces entre les domaines kinase de RAF et de
KSR, nous avons posé I’hypothese que I'ac-
tivation de RAF par KSR résulterait de I’hé-
térodimérisation de leurs domaines kinase
respectifs. Un modéle tridimensionnel d’un
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hétérodimere KSR/RAF hypothétique a
donc été produit et utilisé pour prédire
quels acides aminés de KSR entrent en
contact avec RAF. De fagon remarquable,
la mutation de tous les résidus de KSR
situés a l'interface de dimérisation de
I’hétérodimere diminue fortement ou
abolit la capacité de KSR a activer RAF.
Enfin, cette propriété ne dépend ni d’une
activité catalytique potentielle de KSR,
ni de son role de pont entre RAF et MEK.

Par ailleurs, ce travail a permis d’expli-
quer la nature d’une deuxieme classe
de mutations oncogéniques de BRAF qui
ne se situent pas dans la boucle d’acti-
vation du domaine kinase, mais plut6t
a l'interface de dimérisation du dimére
[7]. €n effet, 'analyse de I'une de ces
mutations (E558K; Figure 1B) a permis
de démontrer qu’elle a la capacité d’aug-
menter la proportion de BRAF dimérique
et, par le fait méme, I'activité catalyti-
que de ce mutant [6]. Considérant que
les génomes de mammiféres encodent
trois isoformes de RAF et deux de KSR, on
peut en déduire que divers hétérodimeres
de RAF dotés de différentes propriétés
signalétiques coexistent potentielle-
ment dans une cellule. L’observation
d’hétérodimeres BRAF/CRAF en est un
exemple [7]. Bien que la conséquence
structurale de cette dimérisation reste
a découvrir, la transactivation entre
monomeéres s’effectue indépendamment
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de leur activité catalytique intrinseque,
ce qui plaide en faveur d’un mode de
régulation allostérique.

Perspectives sur la signalisation
modulée par allostérie

La modification de I'activité d’une
enzyme envers son substrat par la liaison
d’une troisieme molécule se nomme
allostérie [8]. Les affinités du régula-
teur lacR pour I’ADN ou de I"hémoglobine
pour I’oxygene, respectivement modu-
lées par le lactose et I'oxygene, sont
des exemples classiques d’interactions
modulées par allostérie [8]. Tradition-
nellement, I’allostérie était principale-
ment considérée dans I’étude d’enzymes
du métabolisme cellulaire. U'activation
de RAF par dimérisation avec KSR rap-
pelle bien ce phénoméne moléculaire
qui constituait, selon Jacques Monod,
le «deuxiéme secret de la vie» apres
le code génétique. Récemment, des
exemples de domaines kinase activés
par dimérisation ont été découverts. €n
effet, 'activité kinase du récepteur a
I’EGF (EGFR), de la protéine kinase PKR
et de la kinase LKB1 est induite par des
mécanismes d’allostérie par dimérisa-
tion [9-11]. Lallostérie semble donc
jouer un role prédominant lors de la
transmission de signaux intracellulai-
res et pourrait ouvrir la voie a diverses
thérapies ciblées. Comme BRAF est tres

Figure 1. Activation de BRAF par la formation de
diméres cote a cote. A. Modele simplifié de I'ac-
tivation de la voie ERK par les récepteurs RTK.
Uinterface de dimérisation cote a cote identifiée
par notre équipe (B) est requise pour la formation
d’homodimeres de BRAF et suggere que des hété-
rodimeres KSR-BRAF et CRAF-BRAF existent (C). Le
résidu K481 est requis pour la formation d’homo-
dimeéres BRAF-BRAF et le résidu €558 est muté en

lysine dans certaines tumeurs cancéreuses.

fréquemment activé dans des tumeurs de
diverses origines et que méme I'activité du
variant V600E dépend de la dimérisation
de son domaine kinase [6], la découverte
de composés chimiques bloquant la dimé-
risation de BRAF devrait contribuer a la
mise au point de nouvelles thérapies anti-
cancéreuses hautement efficaces. ¢

It takes two RAFs to tango
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