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Résumé

L’acide y-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du
systtme nerveux central et est impliqué dans diverses pathologies incluant I’épilepsie,
I’anxiété, la dépression et la dépendance aux drogues. Le GABA agit sur 1’activité neuronale
par ’activation de deux types de récepteurs; le canal chlorique pentamérique GABA, et
I’hétérodimere obligatoire de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) GABAg. Chacun
des récepteurs est responsable de phases distinctes de la réponse cellulaire au GABA. Lors
d’une stimulation par le GABA, il est essentiel pour la cellule de pouvoir contrdler le niveau
d’activité des récepteurs et au besoin, de limiter leur activation par des mécanismes de
désensibilisation et de régulation négative. La désensibilisation nécessite le découplage du
récepteur de ses effecteurs, ainsi que sa compartimentation hors de la membrane plasmique
dans le but de diminuer la réponse cellulaire a I’agoniste. Les mécanismes de controle de
I’activité de GABAp semblent anormaux pour un RCPG et sont encore mal moléculairement
caractérisés. L’objet de cette these est d’étudier la régulation du récepteur GABAp et de sa
signalisation par la caractérisation de nouvelles protéines d’interactions étant impliquées dans

la désensibilisation, 1’internalisation et la dégradation du récepteur.

Une premicre étude nous a permis d’identifier la protéine NSF (N-ethylmaleimide
sensitive factor) comme interagissant avec le récepteur hétérodimérique. Nous avons
caractérisé le site d’interaction au niveau du domaine coiled-coil de chacune des deux sous-
unités de GABAp et constaté¢ la dépendance de cette interaction au statut de l’activité
ATPasique de NSF. Nous avons observé que cette interaction pouvait étre dissociée par
I’activation de GABARg, induisant la phosphorylation du récepteur par la protéine kinase C
(PKC) parallelement a la désensibilisation du récepteur. L’activation de PKC par le récepteur
est dépendante de I’interaction NSF-GABAg, ce qui suggere une boucle de rétroaction entre
NSF et PKC. Nous proposons donc un modele ou, a 1’état basal, le récepteur interagit avec
NSF, lui permettant d’activer PKC en réponse a la stimulation par un agoniste, et ou cette
activation permet a PKC de phosphoryler le récepteur, induisant sa dissociation de NSF et sa

désensibilisation.



Nous avons par la suite ¢étudi¢ la dégradation et I’ubiquitination constitutive de
GABAg et la régulation de celles-ci par PKC et I’enzyme de déubiquitination USP14
(ubiquitin-specific protease 14). Au niveau basal, le récepteur est ubiquitiné, et présente une
internalisation et une dégradation rapide. L’activation de PKC augmente I’ubiquitination a la
surface cellulaire et I’internalisation, et accéleére la dégradation du récepteur. USP14 est en
mesure de déubiquitiner le récepteur suite a D’internalisation, mais accélére aussi la
dégradation par un mécanisme indépendant de son activité enzymatique. Nos résultats
suggerent un mécanisme ou l’ubiquitination promeut I’internalisation et ou USP14 cible le

récepteur ubiquitiné vers un processus de dégradation lysosomale.

La troisieme étude porte sur la régulation de la densité¢ de récepteurs a la membrane
plasmique par la protéine Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2). Nous avons
déterminé que Grb2 interagit avec GABAg; au niveau de la séquence PEST (riche en proline,
glutamate, sérine et thréonine) du domaine carboxyl-terminal, et que cette interaction module
I’expression a la surface du récepteur hétérodimérique en diminuant 1’internalisation
constitutive par un mécanisme encore inconnu. Cette inhibition de I’internalisation pourrait
provenir d’une compétition pour le site de liaison de Grb2 a GABAgp, ce site étant dans une
région interagissant avec plusieurs protéines impliquées dans le trafic du récepteur, tels le

complexe COPI et la sous-unité y2S du récepteur GABA 4 (1, 2).

En proposant de nouveaux mécanismes moléculaires controlant 1’activité et
I’expression a la membrane du récepteur GABAg par les protéines NSF, PKC, USP14 et
Grb2, les études présentées dans cette thése permettent de mieux comprendre les processus
d’internalisation et de dégradation, ainsi que du contréle de Dl’activit¢ de GABAg par la
désensibilisation, ouvrant la porte a une meilleure compréhension de la signalisation

GABAergique.
Mots-clés : récepteur couplé a la protéine G (RCPG), acide y-aminobutyrique (GABA),
récepteur métabotropique du GABA (GABA3B), désensibilisation, ubiquitination, growth

factor receptor-bound protein 2 (Grb2), ubiquitin-specific protease 14 (USP14), N-
ethylmaleimide sensitive factor (NSF), protéine kinase C (PKC)
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Abstract

y-aminobutyric acid (GABA) is the principal inhibitory neurotransmitter of the central
nervous system and is involved in diverse pathologies such as epilepsy, anxiety, depression
and drug addiction. GABAergic modulation of neuronal activity involves two different
subsets of receptors: the GABA 4 receptor chlorine channel and the heterodimer of G protein
coupled receptors (GPCR) GABAg. Each of these receptors is responsible for mediating
distinct parts of the GABA-induced signaling. Upon stimulation, it is vital for the cell to
control the signaling input and prevent overstimulation, using mechanisms such as functional
desensitization and down-regulation to achieve this. The processes controlling GABAg
receptor activity are atypical for a GPCR and have yet to be fully characterized. The aim of
this thesis is to elucidate the mechanisms controlling GABA g activity by discovering novel
proteins interactions mediating receptor desensitization, internalization and ubiquitination.

In the first study, we identified the N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) as a
GABA3 interacting protein and characterized its interaction site as the coiled-coil structure on
both GABA§g sub-units. We also showed that this interaction is sensitive to the ATPase state
of NSF and that agonist treatment of GABAj led to dissociation of NSF from the receptor in a
protein kinase C (PKC) dependent manner. Interestingly, GABA-induced PKC activation was
dependent on the NSF-GABA3 interaction, suggesting a feedback mechanism for PKC. Both
PKC and NSF were involved in mediating receptor desensitization, suggesting a novel role of
NSF in receptor signaling regulation. In the proposed model, NSF interacts with GABAg at
the basal state, and upon agonist stimulation, PKC is activated and can phosphorylate the
receptor, promoting NSF dissociation and GABA g desensitization.

We then studied constitutive GABAg ubiquitination and degradation and its regulation
by PKC and the deubiquitinating enzyme USP14 (Ubiquitin-specific protease 14). GABAg
shows a high constitutive ubiquitination and internalization level. Activation of PKC
promotes both phenomena and accelerates the rate of lysosomal receptor degradation. In
contrast, USP14 promotes post-endocytic deubiquitination of the receptor, but also accelerates

receptor degradation in a catalytically-independent manner. Our results suggest a mechanism
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where PKC-induced cell surface ubiquitination promotes GABAp endocytosis and USP14
interaction promotes endosomal sorting toward lysosomal degradation.

In the third study, we identified the growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) as a
protein interacting with the PEST (proline, glutamate, serine, threonine rich) sequence of
GABA, through a SH3-domain interaction and forming a ternary complex with the functional
GABAG§ heterodimer. We showed that Grb2 can regulate cell surface density of GABAg by
decreasing constitutive endocytosis, suggesting that this interaction can compete for binding of
the PEST sequence with proteins such as the GABA 5 y2S sub-unit or the COPI complex (1,
2), promoting higher cell surface stability.

In proposing novel molecular mechanisms controlling GABAg signaling and cell
surface expression through NSF, PKC, USP14 and Grb2, this thesis highlights the complex
regulation of GABAG activity by its functional desensitization, ubiquitination, endocytosis and

degradation.

Keywords : G protein coupled receptor (GPCR), y-aminobutyric acid (GABA), metabotropic
GABA receptor (GABA3g), desensitization, ubiquitination, growth factor receptor-bound
protein 2 (Grb2), ubiquitin-specific protease 14 (USP14), N-ethylmaleimide sensitive factor
(NSF), protein kinase C (PKC)
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AMP Adénosine monophosphate

AMPc Adénosine monophosphate cyclique
AMPK Protéine kinase activée par I’AMP

ARN Acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ATF4 Facteur de transcription activateur de type 4
ATFx Facteur de transcription activateur de type x
B2AR Récepteur B-adrénergique de type 2

ATP Adénosine triphosphate

ATPase Enzyme hydrolysant I’ATP

ATPyS Adénosine 5’-(y-thio) triphosphate



BRET Transfert d’énergie par résonance de bioluminescence

Ca*" Ion calcique

CaM Calmoduline

CaMKII Kinase dépendante du Ca*"/Calmoduline de type II
CaSR Récepteur sensible au calcium

CHO Cellules d’ovaire de hamster chinois

CHOP Protéine homologue au facteur de transcription C/EBP
Cr Ion chlorique

colP Co-Immunoprécipitation

COS-7 Cellules d’origine CV-1 portant le gene SV40 de type 7
CREB2 Protéine liant 1’¢1ément de réponse a I’AMPc de type 11 (ATF4)
CTX Toxine du Cholera

CXCR4 Récepteur des chimiokines CXC de type 4

DIR, D2R, D3R Récepteur de la dopamine de types 1, 2 ou 3

DAG Diacylglycérol

DUB Enzyme de déubiquitination

el,e2,e3 Boucles extracellulaires d’un RCPG

EDTA Acide tétra-acétique éthyléne diamine

EGF Facteur de croissance de 1’épiderme

EGFR Récepteur de ’EGF

ERAD Dégradation associée au RE

ERK1/2 Kinases régulées par des signaux extracellulaires 1 et 2
ESCRT Complexe endosomal de triage requis pour le transport
FAK1 Focal Adhesion Kinase 1

FRET Transfert d’énergie de fluorescence par résonance

G (protéine) Protéine a activité¢ GTPase

GABA Acide y-aminobutyrique

GABA, Récepteur du GABA de type A (ionotropique)
GABAj Récepteur du GABA de type B (métabotropique)
GABAB1 Sous-unité 1 de GABAB

GABAg; Sous-unité 2 de GABAp

GAP Protéine activatrice de la GTPase

GDP Guanosine diphosphate

GEF Facteur d’échange du GDP/GTP

GFP Protéine fluorescente verte

GIRK Canaux potassiques rectifiants entrants sensibles aux protéines G
Glu Glutamate

GMPc Guanosine monophosphate cyclique

Grb2 Protéine associée au récepteur de facteur de croissance 2
GRK Kinase des RCPG

GTP Guanosine triphosphate
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. ey , , . . . . . .
méme si j’ai toujours refusé de m’appuyer. Parfois, le simple fait de savoir que vous étes 1a,

c’est tout ce qui compte.
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Introduction

Le corps humain est composé¢ de milliards de cellules, possédant des fonctions variées,
qui, regroupées en organes, doivent agir de concert pour assurer 1’homéostasie et ajuster le
corps a son environnement. Le processus qui permet aux cellules de communiquer les unes
avec les autres est nommé signalisation cellulaire. Ce terme global peut représenter une
panoplie de mécanismes moléculaires et cellulaires, car plusieurs cellules de natures
différentes doivent communiquer entre elles, parfois sur de courtes distances, parfois sur
I’entiéreté ou presque du corps. A cette fin, les cellules émettent une multitude de molécules
de signalisation, tels des hormones, neurotransmetteurs, etc. Ces molécules de signalisation
sont de tailles variables, pouvant étre aussi petites que des ions et aussi larges que des
protéines. Ces molécules peuvent avoir une action autocrine, donc sur le tissu émetteur, ou
paracrine, sur un tissu distinct, mais rapproché. Lorsque I’action de la molécule se fait a
distance, par exemple via la circulation sanguine, on parle plutét d’un effet endocrine. Les
molécules de signalisation peuvent étre divisées en deux grandes classes, soit les molécules
qui pénetrent les membranes cellulaires et celles qui ne les pénétrent pas. Les molécules
pouvant traverser la membrane ont généralement des cibles a I'intérieur de la cellule visée,
souvent des récepteurs nucléaires, tandis que les molécules ne pouvant pas traverser la
membrane doivent agir directement a la surface de la cellule cible. Les cellules possédent
donc des récepteurs, qui sont des protéines permettant la liaison de la molécule de
signalisation et qui sont ensuite en mesure de traduire le signal en réponse cellulaire. On peut
retrouver des récepteurs dans la trés grande majorité des organelles d’une cellule. Les
récepteurs membranaires sont responsables de la réception d’un signal de I’extérieur de la
cellule pour ensuite le transmettre vers 1’intérieur.

La signalisation intracellulaire est un processus complexe qui implique une panoplie de
protéines et enzymes variées. Juste au niveau des récepteurs membranaires, il existe plusieurs
grandes familles qui ont des activités spécifiques différentes. Une premicre famille, les
récepteurs-canaux ioniques, ont comme action, lors de la liaison de leur ligand, I’ouverture
d’un pore dans la membrane permettant I’entrée ou la sortie d’ions, tels le Ca2+, le K", le Na"

ou le CI'. Le flux ionique de part et d’autre de la membrane produit une différence de



potentiel qui peut se propager au sein de la cellule, devenant elle-méme un signal. De plus,
certains ions, tel le Ca’", peuvent aussi agir comme seconds messagers, induisant une réponse
indépendante de leur effet sur le potentiel membranaire. Une deuxieme famille de récepteurs
transmembranaires est couplée a une activité kinase qui peut provenir directement du
récepteur (par exemple ’EGFR, IGF-1R, etc.) ou par recrutement de protéines kinases
associ¢es (JAK, TNFR, ...). Ces récepteurs, parfois associés a la prolifération cellulaire,
constituent le point de départ de voies de signalisation par des cycles de
phosphorylation/déphosphorylation. Finalement, une des plus grandes familles de récepteurs
membranaires est celle des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces récepteurs,
composés de sept domaines transmembranaires, sont ainsi nommés par leur capacité a activer
une protéine associée, la protéine G hétérotrimérique, surnommeée ainsi par sa capacité a lier et
hydrolyser le GTP. Ces récepteurs ne possédent pas d’activité enzymatique intrinséque, et
leur action passe plutdt par la modulation de leurs partenaires d’interactions. Cette these
portera majoritairement sur les RCPG et la régulation de leur signalisation, et plus
particuliérement sur la régulation moléculaire du récepteur GABAg, mon mod¢le d’étude. Je
vais premi¢rement introduire les RCPG, leur signalisation et leur régulation, pour ensuite

m’attarder sur le récepteur GABAg et ses particularités.

Récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

Généralités

Dans le but de bien mettre en situation le récepteur GABAg et ses mécanismes de
régulation, il est important d’introduire les principales caractéristiques des RCPG et les
mécanismes classiques les régulant, ainsi que les nouveaux paradigmes de leur signalisation et
régulation.

Composée de plus de 800 genes (3), la famille des RCPG représente non seulement la
plus grande famille de récepteurs membranaires, mais également une des plus grandes familles
du génome humain. La principale caractéristique commune des RCPG est leur topologie
membranaire, possédant tous 7 hélices a transmembranaires; leur extrémité amino-terminale

¢tant extracellulaire et leur extrémité carboxyl-terminale étant intracellulaire. Ils possédent



donc 3 boucles intracellulaires et 3 boucles extracellulaires. Ils ont généralement tous la
capacité d’activer une protéine G hétérotrimérique, induisant ainsi leur voie de signalisation
dite classique. La diversité des ligands des RCPG est surprenante, allant des photons et d’ions
jusqu’a de grands polypeptides en passant par des acides aminés, des peptides, des nucléotides
et des lipides (4). L’intérét clinique pour cette famille est important, car on retrouve environ
30% des médicaments sur le marché qui sont dirigés vers des RCPG (5), et ce malgré que
seulement 4% des RCPG soient ciblés a ce jour (6). Il est donc primordial d’étudier les
mécanismes de régulation de la signalisation liée aux RCPG et de mieux ¢élucider le
fonctionnement des drogues les visant dans le but de cibler de fagon plus spécifique certains
de ces mécanismes, permettant de gagner en sélectivité.

D’un point de vue phylogénétique, les RCPG semblent avoir une origine lointaine,
pouvant dater d’aussi loin que 1,2 milliard d’années, car on en retrouve un petit nombre chez
certains eucaryotes unicellulaires (7), ainsi que chez des plantes (8). On en retrouve aussi un
nombre plus large chez les insectes (9). L’¢tude des génomes complets séquencés montre une
duplication majeure du nombre de génes de RCPG avant la scission entre les nématodes et les
chordés, datant d’environ 350 a 650 millions d’années (10). Ils semblent que les différentes
sous-familles de RCPG précedent elles aussi cette scission, les 5 familles phylogénétiques
¢tablies dans le modele GRAFS (glutamate, rhodopsine, adhésion, frizzled et sécrétine) étant
présentes chez les insectes (3). Il faut toutefois noter que malgré 1’origine commune des
récepteurs et des ligands similaires, 1’identité¢ de séquence entre les récepteurs d’especes aussi

distantes que les mammiferes et les insectes est faible (11).

Modz¢le classique de la signalisation des RCPG

Historiquement, les RCPG ont ¢été relies a la découverte de 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) comme messager cellulaire (12). Ce fut en 1980 que la
premiere protéine G fut purifiée (13). La purification démontra que les protéines G sont
composées de trois sous-unités : a, B et y. Il fut rapidement démontré que la sous-unité o est
responsable de la liaison des nucléotides guanyliques et que les sous-unités B et y sont
retrouvées sous la forme d’un dimére constitutif. Sous la forme inactive, la sous-unité o lie un

GDP, et celui-ci est déplacé et remplacé par un GTP par Pactivité de transfert GDP-GTP



(GEF) du récepteur activé. Dans le modele classique, la liaison du GTP induit la dissociation
de la sous-unité¢ a du dimere By, permettant a chacun d’interagir et d’activer leurs effecteurs
associés. La sous-unit¢ o posséde une faible activit¢ GTPasique, ce qui lui permet
d’hydrolyser le GTP et le convertir en GDP, ce qui permet sa réassociation avec le dimére Py
et un retour a la forme inactive.

La famille des protéines G hétérotrimériques est composée d’un grand nombre de sous-
unités. On retrouve 16 différentes sous-unités a, 5 sous-unités B et 14 sous-unités y (14). On
classifie généralement les protéines G par leurs sous-unités a, celles-ci étant divisées en 4
familles selon leurs effecteurs : Gag, Ga;, Gag et Gas.

Chacune des composantes (a et le dimere By) est en mesure d’agir comme transmetteur
du signal, les deux possédants des effecteurs différents. Je vais m’attarder aux principales
voies de signalisation en détaillant les cascades signalétiques découlant de 1’activation des

protéines Ga et du dimere Py.

Voies de signalisation des sous-unités o

Premicre famille de protéines G décrite, la famille des Gag fut identifiée par sa
capacité a promouvoir la production d’AMPc, d’ou son nom de stimulatrice (13). Composé de
quatre membres, incluant la protéine Ga olfactive (Goo) fortement exprimée dans les
neurones olfactives et le cerveau en général, la principale caractéristique de cette famille est sa
capacité a interagir avec I’adénylate cyclase (AC) et de promouvoir la conversion de I’ATP en
AMPc. L’augmentation d’AMPc permettra 1’activation de différentes cibles cellulaires, la
plus importante étant la PKA, qui est une des kinases cellulaires les plus importantes, ayant
plusieurs cibles touchant au métabolisme cellulaire (15). Les protéines Gag sont aussi la cible
de la toxine du Cholera (CTX). La CTX ADP-ribosyle la sous-unité ag sur un résidu
important pour 1’activité catalytique, inhibant ainsi I’activit¢ GTPasique, ce qui mene a une
protéine G constitutivement active et une treés forte augmentation du niveau d’AMPc a court
terme, entrainant une surstimulation de la cellule. A long terme, le traitement avec la CTX
mene plutét a une régulation négative de D’expression de Gag, ce qui inhibe D’activité
rattachée. La CTX provient de la bactérie Vibrio Cholerae et induit des vomissements et de

fortes diarrhées chez un individu affecté.
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Figure 1 : Schéma des différentes voies de signalisation modulées par les différents isoformes

de la protéine Ga ainsi que par le dimere fy. Adaptée de (16)

Les protéines Go; forment la deuxieme famille découverte, car sa premicre activité
décrite fut d’inhiber la production d’AMPc, ce qui lui donna le nom d’inhibitrice (17, 18). La
famille Ga,; contient 8 membres, incluant les deux protéines Ga,j, généralement associées a
une expression neuronale, les trois Gaijs, la protéine Ga,, ainsi que les Goyy, associées au
systeme visuel et finalement la protéine Gag,s impliquée dans la transmission du gott (14).
La sous-unité Ga; est en mesure d’inhiber ’AC en s’y liant directement (19). Une bonne
partie de la signalisation provenant de la protéine Ga,; provient aussi du dimere Py associé, et
cette signalisation sera traitée ultérieurement. Dans le cas de Gag, €lle possede un mode de
signalisation distinct. Son activité passe plutot I’activation d’une phosphodiestérase (PDE) de
la guanosine monophosphate cyclique (GMPc), diminuant ainsi la concentration de ce dernier
(20). Les protéines Gao; sont sensibles a la toxine Pertussique (PTX), mais inversement a
I’activité de la CTX sur Gas, la PTX méne a une inhibition de 1’échange GDP-GTP, gardant la
protéine G; sous une forme inactive (21). La PTX provient de la bactérie Bordetella Pertussis,

et provoque la coqueluche.



L’activit¢ de la famille Gag est distincte des deux premicres familles décrites, et
n’influence pas le niveau d’AMPc. Composée de 5 membres (Gag, Go1, Gog, Gags et Goye),
cette famille est impliquée dans I’augmentation du niveau de calcium intracellulaire et
I’activation de la protéine kinase C (14). Leur activité provient de 1’activation par liaison
directe de la sous-unité a4 sur la phospholipase Cp (PLCP), ce qui provoque le clivage des
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP,) en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et en
diacylglycérol (DAG) (22). Ces deux molécules agissent comme seconds messagers, le
premier liant son récepteur (IP3R) sur la membrane du réticulum endoplasmique et induisant
la relache de calcium des réservoirs intracellulaires (23), tandis que le DAG se lie a la protéine
kinase C (PKC). La liaison du DAG, souvent amplifi¢ par la liaison de Ca®" sur la PKC,
active la kinase, qui phosphoryle ensuite une panoplie de cibles cellulaires (24). 1l faut noter
qu’il existe plusieurs isoformes de la PKC, certaines n’étant pas sensibles au Ca®’, entrainant
une variabilité dans la signalisation dépendante de PKC.

La derni¢re famille de sous-unité¢ a est la famille Go,, composé de deux membres
(Gaj; et Gas). Leurs principales activités cellulaires est de moduler le cytosquelette d’actine,
entre autres par la formation de fibres de stress (25). Elles sont en mesure d’activer les petites
GTPases de la famille Rho par I’activation de Rho-GEF, facteur d’échange GDP-GTP de Rho
(26). Elles ont récemment ¢té impliquées dans plusieurs pathologies liées au cancer, telles les

métastases cancéreuses et la leucémie (27).

Voies de signalisation du dimere Py

Lors de I’activation de la protéine G par le récepteur, 1’échange du GDP pour un GTP
au sein de la sous-unité o induit un changement conformationnel important au sein du trimere.
Le modele classique d’activation proposait méme une dissociation complete de la sous-unité o
du dimére By. Dans ce modele, les deux sous-unités libérées pouvaient donc interagir avec
leurs effecteurs de fagcons indépendantes (28). Les évidences plus récentes suggérent plutot un
réarrangement conformationnel de la protéine G hétérotrimérique, permettant de libérer les
sites d’interactions aux effecteurs sans dissociation physique (29). Cependant, il y a encore
certaines études qui laissent planer un doute sur une potentielle dissociation, ce qui pourrait
suggérer des mécanismes distincts selon les sous-unités de la protéine G ou le récepteur les

activant (30).



La signalisation du dimere By provient des 7 domaines WD40 de la sous-unité B (14).
Ces domaines d’interactions protéines-protéines permettent d’interagir avec une multitude
d’effecteurs. Les principales voies de signalisation dépendantes du dimere Py sont I’activation
de la PLCB, D’activation des canaux potassiques GIRK, I’inhibition des canaux calciques
voltage-dépendant de type N, P/Q et R et 1’activation des voies PI3-Kinase (31). De plus, le
dimere Py est en mesure de moduler positivement ou négativement 1’activité de I’AC selon le

type d’AC et selon le co-stimulus qui est présent.

Classification

Composée de plus de 800 membres, la famille des RCPG peut étre divisée en plusieurs
classes. Deux modeles de classifications différents sont utilisés pour classer les RCPG en
sous-familles. Un premier mod¢le, proposé par Bockaert et Pin (32) repose sur I’analyse des
acides amings et le mode de liaison du ligand au récepteur, et comporte 3 grandes classes. Le
deuxiéme modele, surnommé GRAFS pour ’acronyme des 5 familles proposées, repose quant
a lui sur une analyse phylogénétique des récepteurs chez I’humain (33). La classification
permet de faciliter I’étude des mécanismes de signalisation des récepteurs, car on remarque

généralement un grand nombre de similarités dans les récepteurs d’une méme classe.

Modé¢le de Bockaert et Pin

Classe 1

Les récepteurs de la classe 1 possédent deux séquences d’acides aminés conservées
qui aident a les identifier, soient premieérement un motif NSxxNPxxY dans le TMVII et
ensuite une séquence D(E)-R-Y(F) (dite DRY) a la limite du TMIII et de la deuxiéme boucle
intracellulaire. Le motif DRY est impliqué dans la stabilisation du récepteur, I’interaction a la
protéine G et D’activation de cette derniere (34). De plus, les récepteurs de la classe 1
possedent généralement une huitieme hélice alpha, qui est située dans la queue carboxyl-
terminale, souvent flanquée d’une cystéine qui a le potentiel d’étre palmytoylée (35). La
classe 1 est elle-méme divisée en 3 sous-groupes, selon le mode de liaison du ligand. La sous-
classe 1(a) est la plus vaste, représentant généralement tous les récepteurs ayant des petits
ligands, incluant les RCPG les plus étudiés, tels la rhodopsine et le B2AR. Les récepteurs de

cette sous-classe ont comme similarit¢ d’avoir une petite région amino-terminale



extracellulaire et de lier leurs ligands par I’entremise d’une cavité située entre les 7 domaines
transmembranaires. La sous-classe 1(b) est composée de RCPG dont les ligands sont
généralement des peptides, par exemple les récepteurs de chimiokines. Dans ce cas, le
récepteur utilise non seulement les domaines transmembranaires, mais aussi les boucles
extracellulaires ainsi qu’une partie de son domaine amino-terminal comme points d’interaction
avec le ligand (36). La sous-classe 1(c) est quant a elle composée des récepteurs aux
hormones glycoprotéiques de relache, telles la TSH et la LH. La liaison au ligand s’effectue
par un large domaine amino-terminal ainsi que par les boucles extracellulaires, mais

n’implique pas de cavité intra-TM (37).

Classe 2

La classe 2 posseéde une morphologie similaire a la classe 1(c) caractérisée par un large
domaine amino-terminal, mais ne posséde pas d’homologie de séquence avec les récepteurs
d’hormones glycoprotéiques. Dans ce cas, les ligands sont généralement des polypeptides de
faible a moyen poids moléculaire, par exemple la calcitonine et la sécrétine. Encore une fois,
la liaison du ligand implique surtout le large domaine amino-terminal du récepteur avec une
contribution des boucles extracellulaires. Ils se différencient de la classe 1(c) par I’absence de

la huitieme hélice alpha ainsi que des motifs DRY et NSxxNPxxY.

Classe 3

Les récepteurs composant la classe 3 posseédent de tres larges domaines extracellulaires
formant un domaine de type Venus flytrap (VFT) ou se situe la liaison de leurs ligands (38).
Ces domaines sont nommés VFT di a leur ressemblance a la dionée attrape-mouche (Venus
Flytrap en anglais). Dans cette analogie, le ligand du récepteur se lie au récepteur dans un
mécanisme ressemblant a la capture d’une mouche par la dionée. Les ligands physiologiques
des RCPG de classe 3 sont de petites molécules, tels le glutamate et le GABA. 1l est aussi a
noter que l’entiereté des membres de cette famille fonctionne sous forme dimérique (39).

Notre récepteur d’intérét, GABAg, se situe dans cette classe.

Classes supplémentaires



Deux classes supplémentaires de récepteurs sont décrites dans la classification de Pin
et Bockaert, représentant une faible minorit¢ des RCPG. La classe 4 est composée des
récepteurs de phéromones associées a la protéine G; tandis quClae la classe 5 est composée
des récepteurs Frizzled et Smoothened, généralement associés au développement
embryonnaire. Dans les deux cas, leur faible homologie de séquence avec les trois classes
majeures explique leur classification distincte.

Classe 1 Classe 2 Classe 3

& =
% L Ty

COOH

Figure 2 : Schéma des différentes classes de RCPG selon le modele de Pin et Bockaert. On

peut voir en orange le site de liaison des agonistes des récepteurs. Ajusté de (32)

Modele GRAFS

Dans le modéle de classification GRAFS, les RCPG sont classés dans 5 familles
distinctes (3) : Glutamate (G), Rhodopsine (R), Adhésion (A), Frizzled (F) et Sécrétine (S). La
classification des récepteurs est effectuée par analyse phylogénique, les récepteurs étant
classés par leur niveau de relation. La famille la plus nombreuse est celle des récepteurs
similaires a la rhodopsine (souvent appelée rhodopsin-like). De facon générale, on peut
associer les mémes caractéristiques a cette classe que celles retrouvées pour la famille 1(a) du
modele précédent. On retrouve plus de divergence dans le modéle en ce qui a trait aux autres
classes. Les membres de ces quatre autres classes possedent tous des queues amino-terminales
plutot longues comparées a la famille de la rhodopsine. La classe glutamate est composée
essentiellement des mémes RCPG que la classe 3 du modele de Pin et Bockaert. Je vais
surtout m’intéresser a cette classe, dont fait partie le récepteur GABAg, et a la famille
rhodopsine, car elle est la plus étudiée en matiere de mécanismes moléculaires sous-tendant la

signalisation.



Structure et mécanisme moléculaire d’activation

L’¢tude de la fonctionnalit¢ des RCPG a pris un tournant majeur dans la derniére
décennie avec la rapide avancée des méthodes permettant d’obtenir des structures
tridimensionnelles. Dans cette section, je vais bri¢vement traiter des découvertes faites a ce
niveau et leur impact au niveau de notre compréhension du mécanisme d’activation des
récepteurs.

Il fallut attendre de nombreuses années et de multiples vaines tentatives avant
d’obtenir la structure tridimensionnelle d’un RCPG. Il n’est jamais aisé¢ de cristalliser des
protéines membranaires, et la présence de 7 TM dans le cas des RCPG a considérablement
ralenti les efforts en ce sens. Cependant, au début des années 2000, la structure
cristallographique de la rhodopsine bovine fut obtenue (40). Ce récepteur est facilement isolé
en grande quantité directement des cellules de la rétine de beeuf, permettant de facilement
travailler avec un récepteur purifié. L’obtention de cette structure ouvrit la porte, et 7 ans plus
tard, la structure du f2AR fut obtenue par le groupe de Kobilka (41). Depuis 2007, plus de 60
nouvelles structures représentant 17 nouveaux récepteurs ont €té caractérisées. Certaines des
structures plus récentes incluent la co-cristallisation du B2AR et de la protéine Gag associée,
permettant d’approfondir les connaissances sur le mécanisme moléculaire d’activation. Il est
intéressant de constater que certains mécanismes identifiés au niveau de la rhodopsine dans la
structure originale de celui-ci, par exemple le lien ionique entre le motif DRY et le TMVI,
semblent fortement conservés dans la majorité des structures répertoriées, suggérant un
mécanisme d’activation fortement conservé.

Certains artifices techniques furent nécessaires a I’obtention de toutes ces nouvelles
structures. Bien souvent, il fallut introduire des mutations dans certaines régions ‘instables’
du récepteur, incluant méme dans plusieurs cas I’insertion d’une protéine complete (lysozyme
T4) dans la 3° boucle intracellulaire (42). Certains autres laboratoires ont utilisé des petits
anticorps (nanobodies) pour cibler certaines régions du récepteur, permettant la encore une
stabilisation du complexe (43). Finalement, I’utilisation de ligands (antagonistes ou agonistes
inverses) a elle aussi permis d’augmenter la stabilité¢ du récepteur, et ainsi, favoriser la création
de cristaux créant un patron de diffraction propre (44). Ces manipulations des récepteurs

induisent un certain biais dans la structure obtenue, et il sera important d’en tenir compte lors
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de I’analyse, tout en comparant les différentes structures obtenues par différentes méthodes,
permettant possiblement de détecter les artefacts induits par cette stabilisation artificielle.

L’ensemble de ces nouvelles structures permet une avancée rapide dans la
compréhension des mécanismes moléculaires des événements précoces de la signalisation des
RCPQG, particulierement la reconnaissance du ligand, les changements induits par la liaison de
celui-ci, la transmission du changement conformationnel au sein du récepteur et I’activation de
la protéine G associée.

Une premicre constatation commune a I’ensemble des structures obtenues est que le
repliement des TM est fortement conservé (45). On peut remarquer certaines différences au
sein du repliement des boucles extracellulaires, pouvant exercer une différence quant a 1’acces
du site de liaison selon le récepteur. Par exemple, pour le B2AR, la boucle €2 forme une
hélice compacte, qui, couplée aux tres petites boucles el et e3, dirige les ligands solubles du
milieu extracellulaire vers la cavité de liaison (41). En comparaison, la boucle e2 du récepteur
S1P; agit de concert avec la boucle el et la queue amino-terminale pour bloquer 1’accés a la
poche de liaison. Le S1P étant un lipide, il est suggéré qu’il accede a son site de liaison par
diffusion a travers la membrane (46). Ce controle a I’accés du site de liaison explique
I’importance des boucles extracellulaires dans la sélectivité et la cinétique de liaison (47).
Selon les récepteurs observés, on peut noter des différences marquantes dans la facon dont les
ligands interagissent ainsi que dans les régions impliquées dans la liaison. On peut remarquer,
entres autres des récepteurs dont les ligands vont se lier dans un plan paralléle a la membrane,
tels le B2AR (34), et d’autres récepteurs dont les ligands vont plutét avoir un plan
perpendiculaire a la membrane, tel le récepteur a adénosine A2 4 (48). Finalement, on constate
des différences importantes dans la grosseur des cavités de liaison, allant de petites cavités
comme celle du récepteur a la dopamine D3 (49) a de larges cavités pouvant accueillir un
peptide, dans le cas de CXCR4 (50). Considérant le niveau d’homologie de séquence retrouvé
dans la région des TM, région importante pour la liaison du ligand, il semblerait donc que les
propriétés spécifiques de liaison ne dépendent pas seulement de la séquence des acides aminés
présents dans les cavités de liaison, mais aussi de la structure tridimensionnelle adoptée par le
récepteur dans son ensemble.

La majorité des récepteurs cristallisés avec un ligand 1’ont €té avec un antagoniste ou

un agoniste inverse, bien qu’une dizaine de structures avec des agonistes aient aussi été
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publiées a ce jour (45). L’agoniste inverse €tant un ligand permettant de favoriser la
conformation inactive du récepteur, il lui confére une stabilité plus grande. Peu de différences
majeures ont cependant été¢ observées entre les couples récepteur-antagoniste en comparaison
avec les couples récepteur-agoniste. Plusieurs raisons peuvent expliquer ces observations qui
peuvent paraitre inattendues, considérant 1’effet important des agonistes sur 1’activation des
récepteurs. On peut premierement penser que le processus de cristallisation en lui-méme peut
favoriser 1’obtention d’une structure inactive qui serait potentiellement plus stable. Un
récepteur actif serait plus instable, et pourrait présenter plusieurs structures différentes
représentant ses différents états d’activation, ce qui créerait des cristaux hétérogénes peu
propices a la diffraction (51), et pourrait méme inhiber la formation de cristaux. Une
deuxiéme raison pouvant expliquer I’absence de différences majeures est de nature plus
biologique; la majorit¢ des récepteurs ont été cristallisés en absence de leur protéine G
associ¢e. Il est connu depuis environ 30 ans que la présence de la protéine G module les
propriétés de liaison d’un agoniste a son récepteur (52), et il est donc possible que I’état activé
du récepteur nécessite aussi la présence de la protéine G associée pour pouvoir étre détectée.
Récemment, le groupe de Kobilka a publi¢ une structure du B2AR co-cristallisé avec un
agoniste et la protéine Gas (53). On remarque d’importants réarrangements entre cette
structure et une structure d’un récepteur li¢ a un antagoniste ou a un agoniste en absence de
protéine G, particulierement un mouvement du TMVI vers I’extérieur ainsi que le mouvement
d’une sérine dans le TMV qui se rapproche de 1’agoniste, qui peuvent expliquer [’état de
haute affinité pour I’agoniste conférée par la protéine G.

Pour ce qui est de I’activation de la protéine G en réponse au ligand, la liaison de
I’agoniste au B2AR provoque des changements au sein des TMV, TMVI et TMVII, et peut
dans certains cas permettre la reconfiguration de la séquence NPxxY du TMVII (54, 55). Le
mouvement de la tyrosine serait particuliérement important, car elle permettrait de barrer le
TMVI dans une conformation ouverte. L’ouverture du TMVI permet a I’hélice amino-
terminale de la protéine Ga de s’insérer dans cette poche nouvellement créée, ce qui induit un
mouvement du domaine o-hélical de la sous-unité o de la protéine G, ouvrant ’accés a la
pochette de liaison du nucléotide. Cette ouverture permet la sortie du GDP et I’entrée d’un

GTP induit par le ratio cellulaire GTP : GDP favorisant le premier (56).
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Il n’existe toujours pas de structure complete d'un récepteur de la famille 3, dont fait
partie le récepteur GABAg. La structure du domaine extracellulaire du récepteur
métabotropique au glutamate de type 1 (mGIluR1) a cependant été obtenue par cristallisation
(38), et d’autres domaines extracellulaires des récepteurs de la famille 3 ont été modélisés a
partir de cette structure, incluant ceux des deux sous-unités du récepteur GABAg (57). Dans
le cas du mGluR1 Ia liaison de I’agoniste au VFT permet un réarrangement des lobes du
domaine, qui se rapproche des motifs riches en cystéine, proximaux a la membrane,
permettant la création d’un nouveau pont disulfure entre les deux domaines (58, 59). Cette
nouvelle proximité ferait en sorte que le VFT «s’assoit» sur les TM, induisant ainsi un
changement conformationnel de ces derniers (60). Les changements induits au sein des TM
sont encore peu ¢tudiés dans un contexte de récepteur complet et fonctionnel, ce qui

complique I’analyse.

Classification des ligands et modele d’activation des RCPG

Pour bien comprendre les mécanismes de régulation des RCPG, il est important de
définir quelles sont les différentes classes de ligands ayant une activité. Les ligands des RCPG
sont généralement divisés en 3 grandes classes, selon leur action sur la signalisation. Afin de
mieux comprendre cette classification, il faut toutefois brievement expliquer 1’évolution du
modele d’activation des RCPG en lien avec le ligand et la protéine G.

Historiquement, il était considéré que le récepteur oscille entre un état relaxé (R)
inactif et un état excité (R*) actif. Dans un tel modéle, la liaison du ligand favorise la
conformation R*, formant donc un complexe L-R*. La découverte des protéines G et leurs
effets sur I’affinité des ligands ameénera a la formulation du modé¢le ternaire présenté par De
Léan en 1980 (61).

Utilisant le modele ternaire comme base théorique, il est observé que le récepteur
semble étre divisé en deux populations distinctes, une possédant une haute affinité pour son
agoniste et une ayant une faible affinité. La présence de GTP ou d’analogues non
hydrolysables de celui-ci semble favoriser la population de basse affinité. Ces observations
indiquent que le ligand est en mesure de lier autant un récepteur relaxé qu’un récepteur excité,

pouvant donc former des complexes LR ou LR*. L’autre facteur entrant en compte est la
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protéine G. Dans le mod¢le ternaire étendu (Figure 2a ) (62), la protéine G ne peut lier que le
récepteur excité, peu importe la présence de ligand, formant donc des complexes R*G ou
LR*G. Toutes ces formes existent en équilibre entre elles, et il est possible a partir des
constantes d’équilibres de déterminer des valeurs d’efficacité pour les ligands.

Dans le mode¢le ternaire cubique (63), on ajoute la possibilité que le récepteur relaxé
puisse aussi se lier a la protéine G, ajoutant ainsi des complexes RG et LRG au modgle,
comme on peut le voir a la figure 2b.

C’est a partir de ces modeles que les classifications de ligands ont été¢ déterminées. Un
ligand favorisant la forme active du complexe est classifié comme un agoniste. La trés grande
majorité¢ des ligands naturels des RCPG agissent comme des agonistes. Un ligand favorisant
au contraire la forme inactive du récepteur est classifié comme un agoniste inverse (64). Dans
plusieurs cas, ces ligands vont diminuer I’activité basale du récepteur. Une troisiéme classe de
ligand est appelée antagoniste. Ces ligands sont en mesure de lier les formes actives et
inactives avec autant d’affinité, et ne favorisent aucune des deux formes. Ils n’ont donc aucun
effet sur les constantes d’équilibres retrouvées auparavant. Leurs réles biologiques sont plutot
de bloquer la liaison d’un agoniste ou d’un agoniste inverse, conservant ainsi un niveau de
signalisation basal.

Dans le cas des agonistes et agonistes inverses, les ligands peuvent induire une réponse
totale ou une réponse partielle. On va donc parler d’agoniste complet pour une molécule a
effet maximal et d’agoniste partiel pour un ligand qui induit une réponse plus faible. On
considére généralement I’agoniste naturel comme un agoniste complet, mais il est observé que
pour certains récepteurs, des ligands synthétiques activent le récepteur de facon plus forte.
Dans ce cas, on parle généralement de «super agoniste» pour ces ligands.

Une quatrieme classe de ligand a été récemment découverte; il s’agit de modulateurs
allostériques (65). Ces molécules ne lient pas le récepteur dans sa pochette de liaison
‘naturelle’, dite orthostérique. Ils vont plutot lier une région distincte et modifier la structure
du récepteur, modifiant les propriétés de liaison et d’activation du ligand orthostérique. Il
existe des modulateurs allostériques qui régulent négativement le ligand orthostérique (NAM)
et d’autres qui régulent positivement (PAM). II existe aussi quelques exemples de ligands

allostériques qui possédent une activité agoniste ou agoniste inverse intrinseque. On parlera
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alors d’agonistes allostériques. Il est aussi possible quune molécule posséde des propriétés

d’agonistes allostériques couplées a des propriétés de modulateurs allostériques (65).
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Figure 3 : Mod¢le ternaire modifié (a) et modele ternaire cubique (b) de 1’état d’activation des

RCPG. Adapté de (66)
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Figure 4 : Illustration du mod¢le probabiliste de I’état d’activation des RCPG. A) présente
I’état basal du récepteur et b) I’état en présence d’un ligand. Ces deux histogrammes
présentent la fréquence relative des récepteurs mesurés par leur état théorique dans deux voies
d’activation distinctes. C) présente une courbe de population et la différence dans la fréquence

selon les deux états. Adapté de (66)

Pluridimensionnalité des ligands

Le mod¢le ternaire cubique décrit une situation ou le récepteur posséde un seul état
excité et ou les ligands modulent I’oscillation entre cet état et 1’état inactif. Depuis une
dizaine d’années, plusieurs études ont montré les limites de ce modele, en suggérant que
certains ligands semblaient affecter différentes voies de signalisation d’une manicre totalement
distincte. Par exemple, le propranolol, ligand du B2AR, est un agoniste inverse dans la voie
de ’AMPc, mais un agoniste dans la voie des MAP Kinases (67). Plusieurs autres ligands des
récepteurs BAR démontrent une variabilité similaire selon la voie de signalisation étudiée (68).
Ce phénomeéne est maintenant observé pour une multitude de RCPG (69). Cela suggere que le
récepteur n’existe pas sous une seule forme activée, mais bien plusieurs. Les récents modeles
proposés utilisent une approche probabilistique, ou le récepteur inactif existe sous une
multitude d’états, et ’addition d’un ligand va modifier cette distribution d’états, en créant une
nouvelle distribution tout aussi complexe (66). On peut voir un exemple de visualisation de
ces distributions dans la figure 3. Dans ce mod¢le, chaque ligand peut posséder une efficacité
distincte pour chacune des voies de signalisation modulée par le récepteur. On parle alors de
pluridimensionnalité, car en situant chacune de ces efficacités sur un graphique

multidimensionnelle, chaque ligand posséderait une coordonnée unique.
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Deux principales hypothéses peuvent expliquer la riche texture pluridimensionnelle
retrouvée. La premicre suggere que le ligand en lui-méme encode une activité qui lui permet,
lors de sa liaison au récepteur, d’induire une gamme de conformations qui lui sont uniques, et
que ces conformations permettraient d’activer par remodelage dynamique et/ou recrutement
les effecteurs du récepteur selon un ratio unique au ligand. Une deuxiéme hypothése suggere
plutoét que le récepteur est préassocié en différents complexes protéiques, et que chaque
complexe pourrait stabiliser une gamme de formes actives spécifiques. Les ligands auraient
alors une affinité¢ distincte pour chacun des complexes déja formés, résultant dans une
efficacité d’activation différente. Les difficultés expérimentales a vérifier ces deux hypotheses
ne permettent pas pour I’instant de favoriser une ou I’autre, et il faut considérer que ces deux
modeles ne sont pas mutuellement exclusifs.

Peu d’exemples de pluridimensionnalité ont été observés a ce jour dans les récepteurs
de la classe 3, dont fait partie GABAg. Il est possible que le mode distinct de liaison au
ligand, n’impliquant pas directement de cavités intra-TM, réduise le nombre potentiel de
conformations actives possibles. Toutefois, il faut considérer que les récepteurs de classe 3
ont été clonés plus récemment, et possedent souvent une gamme de ligands plus faibles que les
récepteurs de classe 1, ce qui peut limiter la recherche de molécules présentant des propriétés
pluridimensionnelles. Il est néanmoins important de considérer le concept dans 1’étude de la
fonctionnalité du récepteur GABAG, car il s’agit d’une avenue thérapeutique prometteuse dans
le but de diminuer les effets secondaires rattachés a I’activation de voies de signalisation

néfastes par une drogue.

Oligomérisation des RCPG

Le récepteur GABA3g fut le premier RCPG a étre caractérisé comme un hétérodimére
obligatoire, et il est donc important d’introduire ce qu’est 1’oligomérisation et les différentes

propriétés qu’elle confére aux RCPG.

Evidences de la dimérisation

I fut longtemps considéré que les RCPG agissent sous forme monomérique, un seul

récepteur étant en mesure de lier son agoniste et d’activer la protéine G associée. Pourtant,
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des évidences de coopérativité de liaison suggéraient une complexité difficilement explicable
par un récepteur monomeérique (70-77). Dans les années 1990, ce dogme fut remis en question
par des évidences biochimiques. Lorsque séparés par électrophorése dénaturante de type
SDS-PAGE, des bandes de poids moléculaire équivalant au double du poids du récepteur
monomérique sont observées, suggérant la présence de RCPG sous forme de diméres. Le
traitement avec un peptide exogene, dérivé du TMVI du B2AR, mene a la perte des bandes
«dimériques» de ce récepteur, suggérant 1’existence de la dimérisation et un des sites possibles
d’interaction a I’intérieur du dimere (78). Ensuite, la découverte du récepteur hétérodimérique
obligatoire GABAp en 1998 poussa I’hypothése de la dimérisation des RCPG a I’avant-scéne
(79-82). Dans ce cas, la sous-unit¢ GABAg,; est retenue dans le réticulum endoplasmique
lorsqu’exprimée seule, et nécessite la co-expression de GABApg,; pour former un récepteur
fonctionnel a la membrane. Quelques années plus tard, des études de microscopie a force
atomique sur des membranes rétinales démontraient une organisation oligomérique de la
rhodopsine (83). Simultanément, [’utilisation de nouvelles méthodes d’études des
interactions protéines-protéines ouvrerent la porte a une étude plus systématique du
phénomene de dimérisation. L’émergence des méthodes de transfert d’énergie de résonance,
générée soit par bioluminescence (BRET) ou par fluorescence (FRET) a permis d’étudier la
formation de dimeres directement dans des cellules vivantes, et ce pour plusieurs récepteurs
(84, 85). L’utilisation de ces méthodes généra un constat général : il est possible pour la tres
grande majorit¢é des RCPG de former des homodimeres (86) et dans plusieurs cas, des
hétérodiméres (87). Ces méthodes ont aussi permises de mettre de I’avant la présence de
multiples domaines de dimérisation au sein des RCPG. I est encore mal compris pourquoi il
existe plusieurs domaines distincts de dimérisation au sein d’un seul RCPG. Ces différents
domaines peuvent suggérer la possibilité¢ de former des oligoméres composés de plus que deux
sous-unités. Il est aussi possible que selon le domaine précis de dimérisation, les propriétés
des dimeres soient différentes, permettant de créer une diversité plus grande au sein de la
population de récepteurs dimériques.

Considérant la grande quantité de récepteurs ayant été démontrés comme existant sous
forme de dimeéres, il est surprenant de constater la faible quantité de dimeres observés dans les
¢tudes de cristallisation des RCPG. Bien que certains exemples récents démontrent bien la

dimérisation au sein des cristaux obtenus (88-90), la majorité des structures caractérisées a ce
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jour ont plutot montrés des RCPG monomériques. Il est possible que la méthode de
production des RCPG ne favorise pas une biosynthese optimale permettant la dimérisation, ou
que les méthodes de stabilisation utilisées inhibent la formation de dimeres. Il est aussi
possible que la dimérisation soit un processus dynamique, et que les conditions de

cristallisation favorisent une dynamique de dissociation.

Effets fonctionnels de la dimérisation

Tel que présenté a la figure 4, la dimérisation des RCPG peut produire plusieurs types
d’effets fonctionnels. Un exemple probant du role de la dimérisation est retrouvé chez les
récepteurs du gout. Il existe 3 récepteurs de classe 3 responsables de la perception du gott,
T1R1, TIR2 et TIR3. Lorsqu’exprimés seuls, ces récepteurs ne sont pas fonctionnels.
Lorsque TIRI est exprimé avec T1R3, on obtient un récepteur aux goits sucrés (91), tandis
que I’expression de TIR2 avec TIR3 produit un récepteur au golit umami («golt savoureux»,

dérivé du japonais), associé¢ au glutamate et aux acides aminés (92).
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Plusieurs des études de dimérisation ont démontré I’existence constitutive des dimeéres,
pouvant étre mesurée des la synthése des récepteurs dans le RE (94-96). Il semble aussi y
avoir des cas ou les ligands des récepteurs sont en mesure de moduler la dimérisation. On note
des exemples ou un ligand peut promouvoir une plus grande association (97, 98) et des
exemples ou le ligand semble plutot diminuer I’interaction (99, 100). Il faut toutefois user de
prudence dans 1’analyse de plusieurs de ces résultats, les techniques de RET et de colP
utilisées ¢étant fortement sensibles a des changements conformationnels. En effet, le
mouvement des deux récepteurs présents dans un dimere peut modifier la distance entre
I’accepteur et le donneur d’énergie dans les expériences de RET, ce qui pourrait étre
faussement interprét¢é comme une association ou une dissociation. Le changement
conformationnel peut aussi modifier la sensibilité des complexes aux différents détergents
utilisés dans les expériences de colP, modulant ainsi leur association suite a la solubilisation
des cellules.

Une vaste gamme de phénomenes peut étre associée a la dimérisation. Il a été suggéré
que la dimérisation puisse étre nécessaire au transport du récepteur vers la membrane
plasmique. Le récepteur alD adrénergique est retenu dans le RE lorsqu’exprimé seul et
transporté a la membrane plasmique lorsqu’il dimérise avec le récepteur alB adrénergique
(101). Il est plus difficile d’évaluer 1’apport de la dimérisation au transport d’un homodimere,
mais I’utilisation de récepteurs mutants semble en soutenir I’'importance. En effet, I'utilisation
de mutants du B2AR permet de retenir le récepteur de type sauvage a I’intérieur (102), ce qui
est aussi le cas avec le récepteur alg AR (103). Finalement, un mutant du récepteur Frizzled 4
(Fz4) impliqué dans la dégénérescence rétinale autosomale-dominante est mal replié et trappe
le récepteur de type sauvage dans le RE par dimérisation, expliquant la dominance génétique
de ’allele mutante (104).

La dimérisation peut affecter les propriétés de liaison du ligand des récepteurs
impliqués. Il existe plusieurs exemples de coopérativité de liaison. On parle de coopérativité
positive lorsque la liaison d’un ligand au premier récepteur favorise la liaison du ligand au
deuxieme récepteur. On peut retrouver des exemples de coopérativité positive de liaison chez
le récepteur muscarinique M2 (105) et chez I’hétérodimere des récepteurs Vla de la
vasopressine et de I’ocytocine (106). On parle de coopérativité négative lorsque la liaison d’un

ligand au premier récepteur diminue ou bloque complétement la liaison du ligand au deuxiéme
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récepteur. Ce type de coopérativité est beaucoup plus fréquente et a été détaillée dans
plusieurs dimeres de RCPG (107). Un troisiéme type de régulation des propriétés de liaison
des ligands au récepteur est parfois observée. Sans parler de coopérativité de liaison en tant
que tel, ’hétérodimérisation peut amener une synergie, ou la présence des deux ligands crée
une signalisation plus puissante que la somme de leurs effets indépendants (108).

Les évidences semblent suggérer que dans plusieurs cas, la formation d’un
hétérodimere n’entraine pas seulement I’addition de I’activité propre de chaque récepteur,
mais bien la création d’une nouvelle unité de signalisation. Il y a de nombreux exemples ou la
coexpression de deux récepteurs provoque une activité que I’on ne peut associer aux sous-
unités seules. Par exemple, ’activation du récepteur aa-adrénergique et ’activation du
récepteur p-opiacé menent toutes les deux a une augmentation de la phosphorylation de
ERK1/2, mais lorsqu’exprimé ensemble, la coactivation mene plutdét a une diminution du
signal (109). Les agonistes hallucinogenes activant le récepteur 5-HT,, activent les voies de
signalisation Gy, et G111, mais seulement lorsque le récepteur forme un hétérodimere avec le
récepteur métabotropique de glutamate de type 2 (mGlu2) (110).

Un des exemples les plus probants des impacts de I’hétérodimérisation est au niveau de
I’internalisation stimulée par des agonistes. De nombreux exemples démontrent une co-
internalisation promue par un seul des ligands du dimeére sans stimulation du deuxieéme
partenaire (111). Les propriétés de triage endosomal d’un récepteur peuvent aussi étre
conférées a son partenaire de dimérisation. On note deux classes générales de RCPG en terme
de propriétés post-endocytiques selon la durée de leur interaction avec la B-arrestine (112,
113). Une premiere classe (classe A) de RCPG, tel le B2AR, se dissocie rapidement de la -
arrestine avant méme I’internalisation, et montre une resensibilisation et un recyclage rapide.
Une deuxieme classe (classe B), par exemple le récepteur de vasopressine de type 2 (V2R),
montre quant a elle une interaction prolongée avec la B-arrestine pouvant étre détectée niveau
des endosomes. Cette deuxieme classe montre une resensibilisation plus lente et un faible
recyclage a la membrane plasmique. La dimérisation des RCPG est en mesure de moduler les
propriétés d’interaction avec la B-arrestine. Par exemple, la co-expression des récepteurs Vla
et V2 de la vasopressine meéne a la formation d’un hétérodimere ou le récepteur Vla acquiert

les propriétés de liaison a la B-arrestine et de recyclage du V2R (114).
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Plusieurs questions quant a I’importance physiologique de la dimérisation observée
dans les systémes d’expression hétérologues sont soulevées. Effectivement, la surexpression
protéique semble favoriser la formation de diméres qui ne sont pas mesurés a leur niveau
d’expression physiologique. De plus, on peut souvent observer des interactions pour des
récepteurs n’étant pas co-exprimés dans les mémes cellules du corps. Il est donc important de
valider les données de dimérisation par des observations physiologiques sur les effets de cette
dimérisation. La présence d’effets fonctionnels est généralement un bon indicateur d’une

dimérisation qui n’est pas artificiellement créer par 1’étude méme de I’interaction.

Oligomérisation des RCPG

Les premiéres études sur 1’oligomérisation des RCPG se sont généralement tenues a
mesurer la dimérisation, faute de moyens techniques permettant une mesure d’un nombre plus
grand d’unités. En 2008, le groupe de Javitch, utilisant un mélange de BRET, de PCA et de
réticulation, démontra que le récepteur D2 de la dopamine formait un oligomére de haut
niveau, existant minimalement sous forme de triméres et tétrameéres (115). Simultanément, le
groupe de Pin démontrait que le récepteur GABAg, mon modele d’étude, semblait lui aussi
former des oligomeres de haut niveau contenant minimalement deux sous-unités GABAg;
(116).

Les RCPG peuvent aussi oligomériser avec des protéines membranaires de familles
distinctes. Par exemple, il a été démontré que les récepteurs D1 et D5 de la dopamine
pouvaient respectivement oligomériser avec le récepteur au glutamate de type NMDA (117) et
le récepteur GABA (118), tous deux des canaux ioniques régulés par des ligands. Le
récepteur D2 de la dopamine peut quant a lui interagir directement et moduler la localisation a
la membrane du transporteur de la dopamine DATI (119). Finalement, le transport a la
membrane et la sélectivité de liaison de ligand du récepteur de la calcitonine et du récepteur
CLR peuvent étre modulés par I’interaction directe avec les protéines a un TM de la famille
RAMP (receptor activity modifyving protein) (120). Pour le récepteur CLR (calcitonin like
receptor), la coexpression de RAMP1 ou de RAMP2/3 détermine la sélectivité envers le

CGRP ou I’adrénomédulline, respectivement (121).
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Mécanismes d’activation d’un oligomére de RCPG

En dernier lieu, I’oligomérisation mene a des questions fondamentales sur les
mécanismes d’activation des RCPG. Comme on I’a vu plus haut, on peut constater des
situations de synergie de signalisation et des situations de coopérativité¢ de liaison des ligands.
Quelques expériences récentes ont tenté¢ de découvrir quelle est 'unité fonctionnelle minimale
au sein d’un oligomere de récepteurs. Le premier cas étudié a cette fin est le récepteur
GABAG, car il est un hétérodimere obligatoire dans lequel la liaison du ligand se retrouve sur
la sous-unit¢ GABAg;, qui est incapable d’activer la protéine G par elle-méme. L’activité
GEF du récepteur est plutdt située sur la sous-unité GABAg;, ce qui nécessite donc une
transactivation d’un protomere du récepteur vers ’autre (122). Les propriétés rattachées a ce
mécanisme seront introduites plus en détail dans la section traitant directement de GABAgp
plus loin dans I’introduction. Le méme type de mécanisme a été élégamment démontré sur
des homodiméres du récepteur mGIluRS par coexpression de deux formes de protomeéres
mutés. Le premier mutant n’avait plus 1’habilité de lier 1’agoniste, tandis que le deuxieme
mutant n’était pas en mesure d’activer la protéine G, ce qui rendait les deux protomeres
inactifs par eux-mémes, mais leur coexpression permettait la formation d’un hétérodimere
fonctionnel en réponse a I’agoniste (123). Des mécanismes de transcomplémentarité semblent
aussi présents dans les oligomeres du récepteur D2 (124).

Comme on peut le constater, 1’oligomérisation des RCPG entraine une panoplie
d’effets fonctionnels majeurs. Le récepteur GABAg étant un hétéro-oligomere fonctionnel, il
est important de tenir compte de ces effets dans 1’étude du récepteur et de ce mécanisme de

régulation de son activité.

Controle cellulaire de la signalisation

Les travaux présentés dans cette theése portent tous sur les mécanismes permettant a la
cellule de controler la signalisation du récepteur GABAg et cette section traitera des différents
processus de controle classiquement associés aux RCPG ainsi que les découvertes récentes a
ce sujet, permettant de faire un parall¢le avec les mécanismes qui seront étudiés.

Il est important que la cellule soit en mesure de controler la durée et 1’intensité du

signal qu’elle recoit. Une partie de cette régulation provient de la cellule émettrice, qui
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controle la quantité de ligands relachée. Il existe aussi souvent une machinerie extracellulaire
en mesure de dégrader les ligands libres, ainsi que des transporteurs permettant la recapture
des ligands de petits poids moléculaires, permettant de diminuer la durée du signal. Cela dit,
une régulation importante du récepteur activé s’opere également au sein de la cellule cible. La
cellule peut controler la réponse de deux facons générales, soit en modulant la concentration
de récepteurs présents a la surface cellulaire et en modulant la capacité des récepteurs présents
a transmettre le signal recu. Le controle de la quantité de récepteurs peut s’opérer par une
régulation de la biosynthése des RCPG, ce qui sera premiérement présenté, ainsi que par le
retrait des récepteurs de la membrane plasmique.

Lors de la stimulation d’un récepteur par un agoniste, celui-ci transmet un signal.
Apres un certain temps de stimulation, il existe des mécanismes cellulaires par lesquels la
signalisation peut étre arrétée. On surnomme globalement ces mécanismes
«désensibilisation». Il existe deux types de désensibilisation : homologue ou hétérologue. La
désensibilisation homologue nécessite que le récepteur ciblé soit dans un état activé, tandis
que la désensibilisation hétérologue implique que le récepteur peut tre ciblé par 1’activation
de voies de signalisation indépendamment de sa propre activation (125).  Ces différents

mécanismes seront présentés par la suite.

Biosynthése des RCPG et transport a la membrane plasmique

En tant que protéines membranaires, les RCPG sont synthétisés au niveau du réticulum
endoplasmique. Ils sont glycosylés de fagon cotraductionnelle dans la lumiére du RE et sont
sujet a D’interaction avec plusieurs chaperonnes moléculaires les aidant a adopter leur
conformation tridimensionnelle optimale et permettant leur export vers la membrane
plasmique (126).

Les RCPG contiennent un peptide signal qui leur permet, lors de la traduction, d’étre
ciblés au translocon ancré dans la membrane du RE (127). Lorsque le peptide naissant est
inséré dans le RE, I’oligosaccharide transférase reconnait les séquences N-X-S/T et y
conjugue un oligosaccharide composé¢ de 14 sucres, tel qu’illustré dans la figure 5. Cet
oligosaccharide contient différents sucres organisés en 3 branches, dont une contenant trois
glucoses terminaux, tandis que les deux autres branches se terminent avec des mannoses. Peu

apres 1’ajout de 1’oligosaccharide, les deux glucoses terminaux sont clivés respectivement par
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la glucosidase I et la glucosidase I (128). Cet oligosaccharide monoglycosylé a une fonction
importante des le RE, car il permet d’augmenter I’hydrophilicité de la protéine non structurée
et d’interagir avec les protéines chaperonnes calnexine et/ou calréticuline (129). Ces deux
chaperons ont un rdle similaire, qui est de couvrir les séquences hydrophobes du polypeptide
naissant dans le but d’empécher son agrégation, favorisant un repliement adéquat. Aprés un
certain temps d’interaction, la calnexine relache le peptide naissant et a cette étape, la
glucosidase II clive le dernier glucose terminal, laissant un oligosaccharide composé de
mannoses terminaux. Si la protéine ne s’est pas repliée de fagon optimale, elle peut étre
reconnue par deux enzymes. La premicre, la glycoprotéine glucosyltransférase, ajoute un
glucose sur I’oligosaccharide, ce qui permet au peptide naissant d’interagir de nouveau avec la
calnexine pour compléter le repliement si possible (130). La deuxiéme enzyme, la o-
mannosidase 1, clive un ou plusieurs des mannoses terminaux (131). Il semble que la quantité
de mannoses clivés pourrait étre indicateur du temps passé dans le RE dans I’effort de
repliement. L’absence de mannoses meéne la protéine mal repliée a étre reconnue par les
proté¢ines EDEM (endoplasmic reticulum degradation-enhancing alpha-mannosidase-like
protein), protéines a domaine lectine reconnaissant les mannoses (132). Ce complexe va cibler
la protéine vers la dégradation par le systtme ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated
Degradation). Lorsque la protéine est ciblée pour dégradation, elle est rétrotransloquée dans le
cytoplasme et polyubiquitinée par des E3 ligases, incluant Fbs1 et Fbs2, qui reconnaissent les

oligosaccharides riches en mannoses, ce qui la cible au protéasome 20S (133).
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Figure 6 : Modele de la glycosylation des protéines du réticulum endoplasmique et de la
régulation du repliement par ’interaction de 1’oligosaccharide a la calnexine. Adapté de

(134).

Dans le cas de la protéine bien repliée, suite a son interaction avec les chaperons du
RE, elle se retrouve a étre ciblée pour I’export vers le systéme Golgi. Elle peut étre reconnue
par la protéine ERGIC-53, qui reconnait les oligosaccharides mannosidés. ERGIC-53 va
permettre le ciblage aux vésicules COPII, qui permettent le transport vers le réseau cis-Golgi
(135). Une fois dans les citernes Golgi, les oligosaccharides vont continuer a étre modifiés,
cette fois-ci par addition de différents sucres, tels I’acide sialique, le N-acetylgalactosamine, le
N-acetylglucosamine, le galactose et le fucose, pouvant varier d’une protéine ciblée a 1’autre
(136). Il semble méme y avoir une diversité au sein de la population d’une protéine dans une
cellule. La glycosylation semble modulée non seulement le repliement et le transport

vésiculaire des RCPG, mais peut aussi influencer les propriétés de liaison au ligand (137).
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Dans le cas précis des RCPG, il semble y avoir d’autres protéines du RE qui sont utiles
a leur biosynthése fonctionnelle. La protéine DRIP78 est associée au transport antérograde et
a la formation de complexes fonctionnels entre le récepteur et le dimere By (138, 139). La
protéine CNIH4 est aussi impliquée dans le transport des récepteurs vers la membrane
plasmique (140).

Les RCPG contiennent également plusieurs motifs au sein de leurs séquences
influencant leur trafic vésiculaire. Des signaux de type diacidiques (D-x-E), des couples
aromatiques (F-F, F-Y, Y-Y) ou des motifs dileucines (L-L ou I-L) sont retrouvés chez
certains RCPG (126) et sont souvent impliqués dans I’interaction avec des protéines des
complexes de transports vésiculaires. Les motifs D-x-E et aromatiques sont impliqués dans le
transport du RE vers le Golgi au niveau de 1’inclusion des RCPG au sein des vésicules (141,
142). Les motifs dileucines sont quant a eux impliqués dans le transport entre le réseau trans-
Golgi et la membrane plasmique, ainsi que dans les processus d’internalisation (143). Tel
qu’indiqué auparavant, il est aussi suggéré que la dimérisation des RCPG ait un rdle important
dans le contrdle de leur export vers la membrane plasmique au niveau du RE (102).

Le transport vers la membrane plasmique peut donc étre contr6lé par une combinaison
des mécanismes touchant le repliement du récepteur, ainsi que par 1’association avec des
chaperonnes régulant le transport. Ces mécanismes sont tous deux importants dans I’étude du
récepteur GABAGg, celui-ci étant sujet a ces régulations, qui seront traitées dans la section

touchant au récepteur.

Mécanisme classique de désensibilisation

Le récepteur étant présent a la membrane et en mesure de transmettre le signal lors de
son activation, la cellule posseéde des mécanismes permettant de contrdler la durée et la force
de ce signal. En réponse a une stimulation soutenue par un agoniste, on observe une
désensibilisation du récepteur. Tel qu’on peut le voir a la figure 6, la premicre étape de la
désensibilisation est la phosphorylation du récepteur sur ses domaines intracellulaires. On
distingue généralement la phosphorylation des RCPG par les différents types de kinases
impliquées. La famille la plus importante de kinases des RCPG se nomme GRK (G protein
coupled receptors kinases). Composés de 7 membres, dont 2 se retrouvent exclusivement dans

le systeme visuel, les GRK sont recrutées au récepteur activé. Les GRK les plus caractérisés
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sont GRK2 et GRK3, originalement connus comme les kinases du f2AR, BARK1 et BARK2
(144, 145). Elles forment une sous-famille ou les membres contiennent un domaine Pleckstrin-
homology qui leur permet d’interagir avec les PIP, présents a la membrane plasmique, ainsi
qu’un domaine de liaison au dimere Py de la protéine G (146). La famille GRK4 (GRK4,
GRKS, GRK6) est elle aussi ciblée a la membrane plasmique, mais plutdt par palmytoylation
(GRK4, GRK6) ou par un domaine polybasique qui permet [D’interaction avec les
phospholipides de la membrane plasmique (GRKS) (125). Les différents RCPG peuvent étre
régulés par une ou plusieurs des GRK selon le cas, et les deux familles semblent posséder des
sites de phosphorylation distincts sur les récepteurs.

Un deuxiéme type de kinases est aussi typiquement impliqué dans la phosphorylation
des récepteurs activés, il s’agit des kinases dépendantes des seconds messagers, typiquement
PKA (147) et PKC (148). Les kinases des seconds messagers sont associées au phénomene de
désensibilisation hétérologue, tandis que les GRK sont les plus importantes kinases impliquées
dans la désensibilisation homologue.

La deuxiéme ¢étape de la désensibilisation est le recrutement de la B-arrestine au
récepteur activé et phosphorylé (149). 1l existe 4 arrestines chez I’humain, deux étant
impliquées dans le systeme visuel (Arrestin-1 présente dans les cones et les batonnets,
Arrestin-4 seulement présente dans les cones), ainsi que deux B-arrestines (1 et 2, aussi
appelées Arrestin-2 et Arrestin-3, respectivement) ubiquitaires. La B-arrestine a deux roles
classiques dans la désensibilisation; le premier est d’étre recrutée au récepteur déja
phosphorylé, permettant I’arrét de la signalisation par le désengagement de la protéine G du
récepteur (150). Il fut par la suite découvert que la B-arrestine recrute aussi souvent des
enzymes de destruction des seconds messagers, par exemple des PDE et des DAG kinases
(151, 152). Une fois au récepteur, la B-arrestine permet le recrutement de la machinerie
d’internalisation par interaction directe avec le complexe AP-2 (153) et la clathrine (154),
permettant la formation de puits de clathrines qui ménent a I’internalisation du récepteur. De
plus, la B-arrestine interagit avec la protéine tyrosine kinase c-Src, lui permettant de
phosphoryler la dynamine, permettant la fission membranaire nécessaire a la création de la

vésicule d’endocytose (155, 156).
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Figure 7: Mode¢le classique de la désensibilisation des RCPG, incluant I’activation du
récepteur, sa phosphorylation par les GRK, I’initiation de 1’internalisation par le recrutement
de la B-arrestine ainsi que le choix entre recyclage et dégradation une fois internalisé. Adapté

de (125).

Suite a I’internalisation, le récepteur est séquestré dans une vésicule endosomale sous
une forme désensibilisée, c’est-a-dire qu’il est phosphorylé, découplé de sa protéine G et est
encore souvent li¢ par son agoniste (157). Tel qu’expliqué auparavant, il existe deux types de
récepteurs en regard a I’interaction a la B-arrestine. Les récepteurs de classe A interagissent de
facon transitoire avec la B-arrestine, ce qui correle avec un recyclage rapide, tandis que la
classe B interagit longuement avec la B-arrestine, ce qui est associ¢ avec un recyclage lent
et/ou un ciblage vers la dégradation lysosomale (113). L’interaction entre la B-arrestine et le
récepteur est favorisée par la phosphorylation de ses domaines intracellulaires, et la présence
de plusieurs sites de phosphorylation rapprochés suggere une appartenance a la classe B (158).

Le recyclage est accompagné d’une resensibilisation du récepteur au sein d’endosomes
au pH acide (159) contenant Rab4 (160), ou le récepteur va étre déphosphorylé (161) avant

d’étre retourné a la membrane plasmique. Plusieurs RCPG contiennent des séquences de
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liaison a des domaines PDZ a la fin de leur queue carboxyl-terminale, influencant le recyclage
des récepteurs a ce niveau (162, 163).

Le ciblage aux lysosomes pour la dégradation semble nécessiter le passage a travers les
corps multivésiculaires (MVB), ce qui peut étre favorisé par l’ubiquitination (164) du
récepteur ou par I’interaction avec différentes protéines cytoplasmiques, tels GASP (G-protein
coupled receptor-associated sorting protein) (165) et Dysbindin (166). Il semble que de fagon
générale, le complexe ESCRT-1 (endosomal sorting complexes required for transport) des

MVB soit nécessaire pour la dégradation des récepteurs (167).

Nouveaux paradigmes du controle de la signalisation

Plusieurs kinases différentes peuvent phosphoryler un RCPG durant le processus de
désensibilisation, et des découvertes récentes semblent suggérer que les différents sites de
phosphorylation ont des roles distincts. Dans le cas du B2AR, les sites GRK2 semblent étre
fortement liés a la perte d’activité et a I’internalisation, tandis que la phosphorylation par PKA
menerait a la transition du récepteur de 1’activation de la protéine Gog a la protéine Gaj,
malgré que ce phénoméne demeure controversé (168). Dans le cas de CXCR4, la queue C-
terminale contient 7 sites potentiels de phosphorylation pouvant différentiellement étre
phosphorylés par GRK2, GRK3, GRK5 ou PKC. La phosphorylation par GRK2 et GRKS6,
couplé a l’interaction a la B-arrestine 2, régule négativement la signalisation par le calcium,
tandis que la phosphorylation par GRK3 et GRK6 couplés a I’interaction avec la -arrestine 1
régulent positivement I’activit¢é d’ERK1/2. GRK2 aurait quand a elle un role négatif sur
ERK1/2. Finalement, la phosphorylation par PKC serait impliquée dans le recrutement de
I’ubiquitine ligase E3 AIP4 et régulerait la dégradation du récepteur (169). Dans le méme
ordre d’idée, I’endocytose des récepteurs ATII o et V2R serait controlée par GRK2 et GRK3,
tandis que leur signalisation B-arrestine-dépendante serait plutét dépendante de GRKS et
GRKG®6 (170, 171).

L’ensemble de ces exemples a mené a une hypothése de «code barres» de la
phosphorylation, ou le spectre de phosphorylation sur un récepteur permet un recrutement
d’effecteurs différents selon les sites phosphorylés (172). Les exemples précédents se

concentrent a différencier les sites individuellement ou en groupe, mais on pourrait penser
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qu’une combinaison pourrait mener a des phénotypes intermédiaires ou distincts. L hypothese
principale pour expliquer ce phénomene serait que les B-arrestines seraient précouplés en
complexe avec leurs effecteurs et que les différents complexes auraient des motifs de

reconnaissance différents au sein du récepteur phosphorylé sur divers sites.

Signalisation dépendante de la B-arrestine et indépendante de la protéine G

Longtemps considérés comme des récepteurs n’ayant qu’une fléche a leur arc, étant
seulement capable d’activer leur protéine G associée, il semble maintenant acquis que les
RCPG sont en mesure d’activer des voies de signalisation qui ne sont pas directement
dépendante de la protéine G. Beaucoup d’attention a été portée sur le recrutement de la -
arrestine au récepteur et la signalisation qui en découle. Cela soutient un réle de la B-arrestine
qui est indépendant de sa capacité a interrompre la signalisation classique des RCPG.

Les premiéres découvertes suggérant un role de la B-arrestine dans la signalisation ont
¢été reliées a sa capacité a servir de protéine d’échafaudage pour favoriser 1’activation de voies
de signalisation. Les premiers exemples trouvés furent au niveau de I’échafaudage des
protéines Raf-1, MEK-1 et ERK1/2 de la voie des MAP Kinases par la B-arrestine 2 (173). On
retrouve un exemple similaire sur la voie d’activation JNK par I’échafaudage d’ASKI,
MKK4, JNK3 et MKP7 par la B-arrestine 2 (174). Un exemple distinct repose sur
I’interaction de la P-arrestine 2 avec la kinase Akt et la phosphatase PP2A (175). Le
recrutement conjoint des deux permet a PP2A de déphosphoryler Akt, la rendant inactive.
Une fois inactive, Akt n’est plus en mesure de phosphoryler et inactiver GSK-3. Un des effets
biologiques du lithium, utilisé pour traiter les patients bipolaires, est d’inhiber la liaison PP2A-
B-arrestine 2, menant a une inhibition de GSK-3 (176). On retrouve aussi des évidences de
signalisation reliée a la B-arrestine pour les voies de signalisation de c-Src, de PI3-Kinase et
RhoA.

La B-arrestine peut aussi réguler la transcription de génes de novo, tel qu’illustré a la
figure 7. Un premier exemple de cette régulation est illustré par I’interaction directe de la -
arrestine avec le complexe IkBa-NF«kB, protégeant IkBa de la dégradation et inhibant la
transcription NFkB —dépendante (177, 178). 1l fut par la suite découvert que la B-arrestine
peut diffuser vers le noyau suite a 1’activation de certains RCPG. Une fois au noyau, elle est

en mesure de recruter 1’histone acétyltransférase p300 et favoriser la transcription de différents
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genes, incluant c-fos et p27 (179). Plusieurs autres voies de signalisation dépendantes de la -
arrestine risquent d’étre découvertes, considérant que des études de protéomiques ont trouvé

plus de 300 protéines d’interaction a une ou aux deux f-arrestines (180).

‘ Dégradation de p53 Transcription
NFkB-dépendante

Apoptose p53

dépendante Transcription

Figure 8 : Trois exemples de voies de signalisation dépendantes de la B-arrestine permettant de

réguler le cycle cellulaire, I’apoptose et la transcription. Adapté de (181).

Il faut noter que la majorit¢ des exemples présentés dans le paragraphe précédent
nécessite la B-arrestine, mais sont généralement retrouvés dans un contexte ou la protéine G
est activée auparavant. Il y a quelques exemples récents de ligands fonctionnellement sélectifs
qui permettent d’activer des voies de signalisation dépendante de la B-arrestine sans avoir

d’effet sur la protéine G (182). Ces exemples démontrent que dans certains cas, on a bel et
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bien droit a (minimalement) deux voies totalement distinctes utilisant des mécanismes
moléculaires différents.

Une partie de la signalisation des RCPG provient de la transactivation de récepteurs de
familles distinctes. En effet, il a été découvert que pour plusieurs RCPG, I’activation des
voies MAP Kinases provient de I’activation en aval de RTK. Par exemple, plusieurs RCPG,
sont en mesure de transactiver le récepteur a I’EGF, ce qui méne a une activation de la voie
MAP Kinase dépendante de Ras (183). Dans le cas du récepteur a la vasopressine V2, la voie
MAP Kinase est engagée par I’activation d’une métalloprotéase qui est en mesure de cliver un
proligand du récepteur a I’'IGF-1, ce qui méne a son activation subséquente et 1’activation de
ERK1/2 en aval (184). Il est intéressant de constater que dans plusieurs cas, la -arrestine peut
étre directement recrutée au RTK, ce qui peut laisser présager plusieurs rdles distincts de
celle-ci au sein d’une chaine de signalisation suite a 1’activation d’'un RCPG (185).

Il subsiste des questions quant a I’universalité des voies de signalisations de la (-
arrestine. En effet, plusieurs des voies suggérées ci-dessus ne sont observées que pour un seul
récepteur. Il semble donc y avoir des déterminants moléculaires non-identifiés au niveau du

récepteur permettant de sélectionner la signalisation découlant de la -arrestine.
L’ubiquitination

Principes généraux d’ubiquitination

L’ubiquitine est une petite protéine ubiquitaire de 8 kDa qui peut étre conjuguée a un
substrat protéique comme modification post-traductionnelle (186). Une fois conjuguée, le role
principal de 1’ubiquitine est d’agir comme une étiquette permettant de réguler la dégradation
de la protéine substrat (187). La deuxieme étude présentée dans cette thése traitera
spécifiquement de 1’ubiquitination du récepteur GABAR, et il est donc important d’introduire
les concepts généraux qui y sont attachés.

Le systéme d’ubiquitination repose sur une chaine de trois enzymes, comme on peut le
voir a la figure 8. L’ubiquitine est premierement activée par conjugaison enzymatique a
I’enzyme E1, qui peut par la suite elle-méme transférer I’ubiquitine sur une enzyme de type
E2. Finalement, I’enzyme E2 forme un complexe avec une ubiquitine ligase E3, qui est

généralement impliquée dans la reconnaissance des substrats, mais n’est elle-méme pas

33



conjuguée a 1’ubiquitine (188). On ne retrouve qu’une seule ligase E1 dans tout le génome
humain, appelée UBAI, environ une vingtaine de ligases E2 de la famille UBE2 et plus de 600
ligases E3, incluant Mdm2 et Nedd4, impliqués dans [’ubiquitination des RCPG (189).

Tout comme la phosphorylation, 1’ubiquitination est une modification réversible. Il
existe une classe d’enzymes, appelées déubiquitinases (DUB, ou peptidases spécifiques a
I’ubiquitine, USP) qui peuvent retirer 1’ubiquitine d’un substrat en clivant le lien peptidique
formé entre le groupement carboxyl-terminal de I'ubiquitine et le groupement amine de la
chaine latérale d’une lysine. On retrouve environ 100 DUB dans le génome humain (190).

L’ubiquitine elle-méme posséde 7 lysines pouvant a leurs tours étre ubiquitinées. De
plus, la méthionine initiatrice peut elle-méme étre un substrat de conjugaison (191). Les
chaines ainsi formées peuvent étre homogeénes ou posséder une topologie mixte, selon les
lysines ubiquitinées dans la chaine. On peut donc se retrouver avec plusieurs types
d’ubiquitination : ~ monoubiquitination, = multimonoubiquitination,  polyubiquitination
homogene, polyubiquitination mixte et polyubiquitination branchée (voir figure 9). De plus,
certaines chaines de polyubiquitines non conjuguées a un substrat semblent avoir des effets
biologiques. Typiquement, les résidus K11, K48 et K63 sont les sites de polyubiquitination
les plus détectés, mais des chaines de polyubiquitines ont été détectées sur I’ensemble des
autres lysines, avec des conséquences biologiques indéterminées (192).

L’¢étiquette de polyubiquitine, impliquant classiquement des chaines sur la lysine 48,
cible les protéines vers la dégradation par le protéasome 26S (193). La chaine polyubiquitine
est reconnue par la protéine Rpnl3, qui est le ‘récepteur’ d’ubiquitine du protéasome (194) et
interagit ensuite avec USP14, ce qui induit I’ouverture du protéasome et son activation (195).
USP14 est alors en mesure de cliver les chaines de polyubiquitine, permettant le recyclage de
I’ubiquitine.

Au niveau des protéines membranaires, [’ubiquitination est non seulement relié¢e a la
dégradation, mais aussi a ’internalisation et a été particuliecrement étudiée au niveau des
récepteurs RTK. Dans le cas du récepteur de I’EGF, son activation méne a son
autophosphorylation, ce qui permet le recrutement de la protéine d’échafaudage Grb2, qui
elle-méme recrute des ubiquitine ligases E3 de la famille Cbl (196). II faut noter qu’a basse
concentration de ligand, PEGFR n’est pas ubiquitiné, mais internalise dans des voies

clathrine-dépendantes et qu’a haute concentration, il est fortement ubiquitiné et internalise
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plutét par des voies liées aux radeaux lipidiques (197). Ce mécanisme nécessite
I’ubiquitination, qui va permettre la liaison aux protéines contenant des motifs d’interactions a
I’ubiquitine eps15, eps15SR et epsin (198). Les différences de voies d’internalisation vont se
refléter dans le destin du récepteur, les récepteurs ubiquitinés se retrouvant ciblés a la
dégradation, malgré qu’il soit difficile de différencier si le destin des récepteurs est influencé
par la voie d’internalisation plutét que par I’ubiquitination elle-méme (199). Il est possible
que ces effets soient dépendants du contexte cellulaire, car il a aussi été suggéré que

I’ubiquitination puisse favoriser 1’internalisation a travers les puits de clathrines (200).

[E2 B

Figure 9 : Cycle de I'ubiquitination, ou on dénote la conjugaison a I’enzyme E1 (UBAI), le
transfert sur I’enzyme E2 (UBE2A), la ligase E3 qui identifie la protéine substrat, la
dégradation par le protéasome ainsi que la deubiquitination par les DUB, menant a de

I’ubiquitine libre qui peut étre réutilisée. Provenant de (201).
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L’utilisation du BRET pour détecter I’ubiquitination

Le transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) est une technique
permettant de mesurer des interactions protéiques en associant les protéines d’intérét a une
luciférase (Renilla) et a une protéine fluorescente verte modifiée (GFP). Cette technique
devenant de plus en plus courante, je vais citer les articles de revue suivants pour les
explications générales (202, 203) et me concentrer sur son application pour mesurer

’ubiquitination.

Monoubiquitination Multimonoubiquitination

C d
Substrat Substrat
Chaine Chaine
homogéne mixte
e f
Chafine Chafne
branchée non ancrée

Figure 10 : Les différentes chaines d’ubiquitines. Le chiffre a I’intérieur de 1’ubiquitine

représente la lysine sur laquelle la chaine se forme. Adapté de (204)

La détection de I’ubiquitination est généralement difficile, et nécessite la solubilisation
des protéines dans le but de les isoler. Il est difficile de mesurer 1’ubiquitination par la
méthode classique d’immunobuvardage, car on observe souvent de longues trainées pour

lesquelles il est difficile de s’assurer de la spécificité et ou la quantification est impossible. Le
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laboratoire a développé une approche utilisant le BRET pour mesurer I’ubiquitination dans des
cellules vivantes (205). Cette technique repose sur une protéine de fusion entre I’ubiquitine et
la GFP. La protéine substrat de I’ubiquitine doit quant a elle étre fusionnée a une luciférase.
Lorsque la protéine substrat est ubiquitinée, la GFP va se retrouver a proximité de la
luciférase, ce qui va permettre le transfert d’énergie de résonance, qu’on peut quantifier. On
peut voir un schéma utilisant la B-arrestine comme substrat a la figure 10.

Plus récemment, des techniques utilisant la spectrométrie de masse ont aussi permis de
mesurer 1’ubiquitination (206). La digestion par la trypsine d’un substrat ubiquitiné laisse les
deux résidus glycines terminaux de 1’'ubiquitine sur la lysine, ce qui permet de mesurer une
différence de poids moléculaire prévisible sur les peptides détectés. L’utilisation de cette
technique permet de faire des études sur I’ubiquitination globale des protéines de la cellule

(207).

Réle de ’ubiquitination chez les RCPG

Le role de 'ubiquitination dans la régulation des RCPG semble se jouer en deux
temps. Il y a un premier role au niveau méme de I’internalisation, par 1’entremise de
I’ubiquitination de la B-arrestine. Le deuxieme role est plutot au niveau de I’ubiquitination du
récepteur, qui dans ce cas est plutot 1i¢ au ciblage post-endocytose et a la dégradation du

récepteur (208).

37



DeepBlueC
@

Figure 11 : Schéma de I’utilisation du BRET pour mesurer 1’ubiquitination. Dans ce cas, la -
arrestine est la protéine fusionnée a la luciférase et 1’on mesure son ubiquitination par ajout du
substrat Deep Blue C, ce qui permet le transfert d’énergie de résonance vers la GFP.

Provenant de (205).

La B-arrestine contient un protéome trés vaste (180), et au sein de ce protéome se
retrouvent plusieurs ubiquitine ligases E3. L’internalisation des RCPG impliquant la (-
arrestine nécessite 1’ubiquitination de cette derniére par 1’ubiquitine ligase Mdm2 (209). En
bloquant I’ubiquitination de la B-arrestine, I’internalisation du B2AR fut inhibée, mais de fagon
surprenante, pas sa dégradation, suggérant un mécanisme de dégradation indépendant de
I’internalisation. La mutation de I’ensemble des lysines accessibles du récepteur inhibe sa
dégradation, mais n’a aucun effet sur son internalisation. L’ubiquitination que subit la -
arrestine est différente selon le récepteur activé et il est suggéré que ces différences puissent
moduler 1’organisation du signalosome et la durée de I’interaction récepteur-p-arrestine (210).
De plus, il semble que la B-arrestine soit déubiquitinée a un rythme différent selon son
interaction avec un récepteur de classe A ou de classe B. Elle est rapidement déubiquitinée
avec les RCPG de classe A et beaucoup plus lentement avec les RCPG de classe B (211).
Cette déubiquitination serait dépendante de la déubiquitinase USP33, ce qui invoque un cycle
ubiquitination-déubiquitination de la B-arrestine dans les processus d’internalisation et de

controle post-endocytose (212).
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Au niveau des récepteurs, plusieurs exemples d’ubiquitination ont ét¢ démontrés a ce
jour. Dans le cas du B2AR, il est ubiquitiné aprés stimulation avec 1’agoniste par I’E3 ligase
Nedd4, qui semble étre recrutée par la B-arrestine 2 au niveau de la membrane plasmique
(213). Le B2AR peut aussi étre déubiquitiné par USP20 et USP33 suite a son internalisation,
ce qui favorise son recyclage aux dépens de sa dégradation (214).

Dans le cas du récepteur CXCR4, il est ubiquitiné de facon agoniste-dépendante par
une E3 ligase, AIP4, qui est recrutée au récepteur par la PB-arrestine (215), autant a la
membrane plasmique qu’au niveau des endosomes (216). Dans ce cas, il semble y avoir une
premicre étape d’ubiquitination au niveau de la surface cellulaire, et une deuxi¢me étape
dépendante d’AIP4 plus tardive au sein des endosomes. Il est aussi a noter que dans ce cas,
les déubiquitinases USP8 et USP14 sont requises pour la dégradation efficace du récepteur en
réponse a son agoniste (217, 218).

Le cas du récepteur PAR-1 est trés différent des précédents. En effet, PAR-1 est activé
par la protéolyse de son domaine amino-terminal par la thrombine, et son domaine tronqué
devient un agoniste qui lie le récepteur et I’active (219). Le récepteur une fois clivé devient
donc presque constitutivement actif. Dans le but d’interrompre sa signalisation, le récepteur
doit donc étre internalisé par un mécanisme prévenant son recyclage. Dans son cas, le
récepteur est ubiquitiné a I’état basal, ce qui inhibe son internalisation (164). Lorsqu’activé, il
est déubiquitiné et internalisé. Il ne semble pas pouvoir étre recyclé a cette étape, et est plutot
ciblé a la dégradation lysosomale par 1’entremise du complexe ESCRT-1, mais
indépendamment de ’ubiquitine. Il semble plutdt interagir avec le complexe adaptateur AP-3
(220) et la protéine ALIX (221). Il faut noter que PAR-1 est sujet a une forte internalisation
constitutive en absence d’activation, suivi du recyclage du récepteur. Il faut aussi noter que ni
I’internalisation constitutive, ni I’internalisation dépendante d’un agoniste n’implique la (-
arrestine, mais probablement une interaction directe avec le complexe AP-2 (164). Dans ce
cas, le recrutement de la B-arrestine au récepteur aurait un role dans 1’activation de voies de
signalisation.

Plusieurs protéines contiennent des domaines pouvant lier ['ubiquitine et sont
impliquées dans les différentes étapes du triage suite a ’internalisation. Par exemple, la
protéine Hrs est fortement impliquée dans le trafic des protéines ubiquitinées au niveau des

endosomes, dans un mécanisme similaire a celui des protéines de la famille Epsin (198). Hrs
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possede un domaine de liaison a 'ubiquitine, et posséde aussi un domaine de liaison a la
clathrine, ce qui lui permet d’interagir avec les protéines ubiquitinées et les acheminer vers les
puits de clathrine intraendosomaux, dirigeants les protéines vers les corps multivésiculaires.
Une fois dans les corps multivésiculaires, les différents complexes ESCRT posseédent tous de
nombreuses protéines pouvant lier I’'ubiquitine, qui leur permet de séquentiellement lier les
protéines ciblées, et les acheminer a I’intérieur du systéme endosomal vers un recyclage lent
ou une dégradation lysosomale selon le cas (222).

Malgré plusieurs exemples d’ubiquitination des RCPG dénombrés a ce jour, les
mécanismes moléculaires précis régissant les actions observées sont encore obscurs, et il
semble que plusieurs des acteurs a ce niveau soient encore inconnus. Nous nous sommes

intéressés a ces questions, qui feront 1’objet du deuxieme article présenté dans la thése.
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La fusion membranaire et la protéine NSF

Dans le cadre de la premiere étude de cette these, la protéine NSF, son interaction avec
GABA5 et son role sur la signalisation du récepteur vont étre examinés. Il est donc important
de brievement introduire NSF et ses roles connus dans les mécanismes de régulation de la

fusion membranaire et de différents récepteurs membranaires.

Fusion membranaire

Le processus de fusion membranaire est d’une importance vitale pour la cellule, et
nécessite I’implication de vastes complexes protéiques en amont et en aval de I’événement de
fusion. On distingue deux types de fusions membranaires. Il y a premiérement une fusion
constitutive qui se produit en absence de stimulus par la cellule. Il y a ensuite une fusion
membranaire contrélée qui nécessite une activation et un signal déclencheur (223). Par
exemple, la relache de neurotransmetteur dans une synapse nécessite une fusion contrdlée.

La fusion membranaire est guidée par la présence de petites GTPases de la famille Rab
sur les vésicules. Les Rab sont en quelque sorte 1’étiquette qui dirige la vésicule vers sa
membrane cible. Lorsqu’elles lient le GTP, les Rab sont ancrés sur la vésicule et permettent
de recruter des effecteurs. Une fois la fusion terminée, le GTP est hydrolysé en GDP et les
Rab redeviennent solubles (223).

La fusion membranaire nécessite la présence de protéines de la famille SNARE sur les
vésicules et sur les membranes cibles, qui agissent comme le moteur de la fusion. Une fois
I’action de ciblage des Rab effectuée, les SNARE, maintenant en proximité, peuvent
s’associer entre elles. Les SNARE sont caractérisées par leur capacité a former des hélices de
type coiled-coil (hélices superhélicoidales), une forme de structure quaternaire trés stable
(224). On retrouve des SNARE sur toutes les membranes de la cellule, divisés en deux
grandes classes : les SNARE de la membrane cible (t-SNARE) et les SNARE de la membrane
vésiculaire (v-SNARE). Les SNARE fonctionnent en équipe, les v-SNARE devant s’associer
avec les t-SNARE pour former la structure coiled-coil et promouvoir la fusion membranaire.
Les SNARE ont généralement une forte spécificité d’interaction entre partenaires, ce qui
permet d’assurer un bon ciblage (225). Un exemple de partenaires SNARE est au niveau de la

relache de neurotransmetteur, ou VAMPI1 est présente sur la membrane vésiculaire (v-
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SNARE), tandis que SNAP25 et la syntaxine-1 sont présents sur la membrane synaptique (t-
SNARE) (226). Lorsque la vésicule s’approche de la membrane cible, la proximité des
SNARE va favoriser leur interaction et la formation du domaine coiled-coil, ce qui va former
un complexe SNARE en trans. Cet événement va générer une grande quantité¢ d’énergie qui
va étre impliquée dans le remodelage des bicouches lipidiques entre les deux membranes
(227). Les protéines de la famille synaptotagmine vont aussi étre impliquées dans la fusion
membranaire. Les synaptotagmines s’assemblent au niveau des complexes trans-SNARE et
sont des senseurs de calcium. Lorsqu’il y a un influx de calcium, la synaptotagmine se lie aux
phospholipides des membranes et a I’aide des complexines, permet le transfert de 1’énergie de
liaison du coiled-coil des SNARE vers les membranes lipidiques, ce qui va créer 1’ouverture
du pore de fusion (228). Les protéines de la famille SM, tel MUNCI18, sont aussi impliquées
dans le processus de fusion membranaire. Il semble qu’elles agissent comme chaperons
permettant I’amorcage des SNARE avant la formation du complexe trans (229).

Une fois la fusion terminée, les SNARE restent sous forme coiled-coil, mais sous une
forme cis, les deux étant sur la méme membrane. Ils doivent donc étre séparés pour pouvoir
étre recyclés et générer un nouvel événement de fusion. C’est la protéine NSF, accompagnée

des cofacteurs SNAP, qui effectue cette action (230).

La protéine NSF

La protéine NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) est membre de la famille des
AAA (ATPase associée a différentes activités cellulaires) et est composée de trois domaines
distincts (231). Elle possede deux domaines ATPases, dont un est catalytiquement inactif.
Elle posséde aussi un domaine amino-terminal ne possédant pas une structure stable. Le
domaine ATPase inactif sert a former un complexe multimérique car NSF est active sous
forme d’hexamere (232). Des expériences de microscopie €lectronique semblent indiquer que
NSF prend la forme d’un baril entourant son substrat (233).

NSF se lie aux complexes cis-SNARE et une fois le complexe SNARE-NSF formé, les
cofacteurs SNAP peuvent se lier sur NSF et activer son activit¢ ATPasique (230).
L’hydrolyse conjointe de 6 ATP fournit une grande quantité¢ d’énergie, qui permet a NSF de
désassembler le coiled-coil, séparant les différents SNARE. C’est cet événement qui est a la

base du recyclage des SNARE et permet a la fusion membranaire de se reproduire. Une
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inhibition de NSF aprés un événement de fusion méne a ’arrét de la fusion une fois les
réserves de vésicule épuisées. La protéine NSF tire son nom de sa sensibilit¢ au N-
¢thylmaléimide, un agent alkylant ciblant les cystéines libres. Les cystéines de NSF sont
essentielles a son activité, car elles peuvent aussi étre régulées par la S-nitrosylation, ce qui

bloque NSF en complexe sur les SNARE et bloque la fusion membranaire (234).

NSF et le récepteur AMPA

La protéine NSF a aussi été¢ trouvée comme protéine d’interaction sur la sous-unité
GluR2 du récepteur ionotropique AMPA (235). Une partie importante de la régulation de
I’activité des récepteurs AMPA se situe au niveau du controle de son expression a la synapse.
La protéine NSF favorise I’expression a la membrane synaptique du récepteur (236). Le
récepteur AMPA est internalis€é par 1’association de la protéine PICKI1, sujet a la
phosphorylation par PKC (237, 238) et NSF, conjointement avec les SNAP, désassemble le
complexe PICK-1/AMPAR, ce qui permet une réinsertion au sein de la membrane, tel qu’on

peut le voir a la figure 12 (239).

NSF et les RCPG

NSF a aussi été discernée comme acteur dans les processus d’internalisation des
RCPG. Premicrement, elle fut identifiée comme protéine d’interaction avec la B-arrestine 1
ayant un impact sur I’internalisation du B2AR (240). Elle fut ensuite identifiée comme
partenaire d’interaction du B2AR et de CLR-RAMP3, sur lesquelles NSF lie le motif PDZ
terminal en compétitionnant avec la protéine NHERF-1 (163, 241). Cette compétition permet
de moduler le recyclage des récepteurs par un mécanisme encore mal compris (242).

NSF lie aussi le récepteur de la dopamine D2 au niveau de sa 3¢ boucle intracellulaire.
Cette liaison permet de faire un pont entre D2R et AMPAR, ce qui permet a D2R de moduler
les effets neurotoxiques reliés a I’activation chronique de ’AMPAR et du NMDAR, en
diminuant P’activité du récepteur AMPA, réduisant du méme coup I’activation du NMDAR
(243). Plusieurs autres récepteurs semblent aussi en mesure de lier NSF, mais aucun effet

fonctionnel n’est encore caractérisé (244, 245).
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Considérant ces effets de NSF sur les différents récepteurs membranaires, incluant des

RCPQG, il sera intéressant de rechercher des similarités auprés de GABAg dans notre étude sur

cette interaction.

LTD Ca?+
kinasa?

Endocytose

De-depression
caE+

Figure 12 : Role de NSF dans la régulation de 1’expression du récepteur AMPA a la membrane
synaptique. Adapté de (246)
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Modé¢le d’étude : le récepteur GABAg

La signalisation GABAergique

Le modele d’étude utilis¢é dans ma these est le récepteur GABAg. La signalisation
GABAergique est la principale voie de neurotransmission inhibitrice du systéme nerveux
central (247). Le GABA régule I’activité neuronale, et dans le but d’expliquer son action, je
vais résumer le mécanisme d’activation d’un neurone. La transmission synaptique repose sur
le déséquilibre ionique qui se crée entre I’intérieur et 1’extérieur d’un neurone. A 1’état basal, il
y a une forte concentration de sodium et de chlore a I’extérieur du neurone, tandis qu’une forte
concentration de potassium se retrouve a I’intérieur. Ceci donne au neurone une différence de
potentiel au repos d’environ -65 mV. L’ajout de glutamate a la dendrite permet 1’activation de
récepteurs ionotropiques du glutamate (types AMPA, NMDA, kainate). Ces récepteurs
permettent 1’entrée de sodium, ce qui crée une dépolarisation de la membrane (voir figure 13).
Si I’entrée de sodium est assez importante, cette dépolarisation locale se transmet le long de la
de la dendrite jusqu’au soma. Lorsqu’un certain seuil est atteint au niveau du cone
d’implantation, des canaux sodiques dépendants du voltage sont activés, ce qui crée une entrée
massive de sodium. On surnomme ce phénomene ‘potentiel d’action’. Ce potentiel d’action
est transmis le long de la dendrite jusqu’au soma et ensuite au sein de 1’axone par activation
directionnelle des canaux dépendants du voltage (voir figure 14). Arrivé a la membrane
présynaptique de 1’axone, le potentiel d’action permet 1’ouverture de canaux calciques
dépendants du voltage, qui permettent I’entrée de calcium. Tel que vu auparavant, 1’entrée de
calcium permet la fusion membranaire et la relaiche de neurotransmetteur, ce qui permet de
passer le signal au neurone suivant.

Le role du GABA au sein de cette transmission se joue en deux temps. Premiérement,
le GABA active ’ouverture des récepteurs-canaux chloriques GABA,s. Ces récepteurs
permettent I’entrée de 1’ion chlorique dans le neurone, ce qui crée une hyperpolarisation de la
membrane. Cette hyperpolarisation fait en sorte que la force du signal dépolarisant nécessaire
pour atteindre le seuil d’activation des canaux sodiques dépendants du voltage doit étre plus
¢levée, diminuant la chance de créer un potentiel d’action. Les récepteurs GABA 4 sont d’une

incroyable complexité pharmacologique, étant des hétéro-pentameres composés minimalement
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d’une sous-unité¢ o, d’une sous-unit¢ B et d’une combinaison de trois autres sous-unités
pouvant étre de famille a, B, v, 9, €, w, ou 6 (248). Il y a 6 types de sous-unités a, 3 types de
sous-unités et y et une seule sous-unité des familles 9, €, 7, et 0, ce qui crée une treés grande
quantité de récepteurs différents. Il faut noter que le récepteur GABA 5 typique est composé
de deux sous-unités a et 3, et une sous-unité y (voir figure 15). Le récepteur GABA 4 est aussi
une cible pour plusieurs ligands importants, incluant les benzodiazépines, 1’éthanol et certains
neurostéroides.

L’action du GABA a aussi une composante métabotropique, c'est-a-dire une action
impliquant des seconds messagers. Cette composante est médiée par un deuxiéme type de
récepteur, nommé GABAGg, et implique une inhibition de la relache de neurotransmetteur au
niveau présynaptique ainsi qu’une hyperpolarisation de la membrane post-synaptique par

I’entrée de potassium dans le neurone.

Figure 13 : Visualisation d’un potentiel d’action. 1) Le potentiel au repos de la membrane
(environ -60 mV). 2) Stimulation. 3) Potentiel d’action. Le potentiel atteint le seuil
d’activation, ce qui meéne a l’ouverture des canaux sodiques voltages dépendants. 4-5)
Atteinte du potentiel d’équilibre du sodium et inactivation des canaux sodiques. 6) Ouverture
des canaux potassiques, ce qui meéne a une repolarisation. 7) Période de latence, ou

hyperpolarisation de la membrane. 8) Retour au potentiel de repos.
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Figure 14 : Illustration du mécanisme de transmission du potentiel d’action au sein de 1’axone.

Adapté de (249).
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Figure 15 : Illustration du récepteur GABA 4 incluant les différentes sous-unités le composant

et les sites de liaisons de ses différents ligands. Adapté de (250)
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Identification du récepteur GABAg

Le récepteur GABAg fut identifi¢ au début des années 1980 quand le groupe de
Bowery s’apercut qu’un traitement avec la bicuculline, un antagoniste a spectre large des
récepteurs GABA », n’abolissait pas I’ensemble des sites de liaison du GABA (251). 1l fut
ensuite constaté que les sites résistants a la bicuculline pouvaient lier le baclofen, un agoniste
synthétique analogue au GABA (252). Malgré de nombreux travaux sur le récepteur natif, le
clonage moléculaire s’avéra trés difficile. Il fallut attendre le milieu des années 1990, ou la
synthése d’un antagoniste radio-marqué a 1’iode 125 et la création de banques d’ARN
messagers de cerveau, permirent ’identification d’un premier récepteur GABAg. En effet, en
1997, le groupe de Bettler identifia un récepteur qui comportait certaines caractéristiques du
récepteur natif, mais semblait de basse affinité (253) et semblait étre retenu dans le réticulum
endoplasmique (254). Il fallut attendre peu de temps pour que 1’identification du récepteur
sous sa forme compléte soit accomplie. En effet, dans une situation trés rare, 4 publications a
hauts impacts furent publiées dans 1’espace de quelques semaines dans Nature et Science, de
la part de 4 grandes compagnies pharmaceutiques, montrant 1’identification d’une deuxieme
sous-unité du récepteur et la formation d’un hétérodimere fonctionnel obligatoire (79-82). La
premicre sous-unité identifié¢e, liant le ligand, fut nommée GABAg;, tandis que la deuxieme
sous-unité fut nommée GABAR, .

Cet hétérodimere obligatoire démontrait la majorité des propriétés pharmacologiques
du récepteur natif, et restaurait une affinité typique pour la liaison du GABA et du baclofen.
Cependant, les ¢études effectuées dans les tissus natifs suggéraient une diversité
pharmacologique difficile a expliquer avec seulement deux sous-unités, méme en prenant en
considération les deux isoformes différents de GABAg;, GABAR) ) et GABAg; 1) (255). Bien
qu’il existe quelques autres isoformes de GABAg|, ils sont trés peu exprimés dans le systéme
nerveux, et leurs réles ne sont pas trés bien compris (256, 257). Les causes de cette diversité
pharmacologique restent donc encore mystérieuses. L’expression de GABAg;y) et GABAg; )
n’est pas le résultat d’un épissage alternatif, mais plutét d’une différence au niveau des
promoteurs et du site d’initiation de la transcription du geéne (258). Pour ce qui est de la sous-
unit¢ GABAg,, il fut originalement suggéré que des formes d’épissage alternatif pouvaient

exister, mais cela ne fut pas soutenu par les études ultérieures (259). Un troisiéme gene
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homologue aux deux premiéres sous-unités fut aussi recensé chez 1’humain et le rat, mais fut
class¢ comme un pseudo-récepteur, GABAg (260). Ce RCPG contient une séquence coiled-
coil similaire a celle présente sur GABAg; et GABAp, et contient lui aussi une séquence de
rétention de type R-X-R. Malgré que son ARN messager soit fortement exprimé dans les
testicules et le cerveau fcetal, aucune protéine ne peut étre détectée, le récepteur ne esmblant
pas étre traduit. Il est cependant exprimé chez le rat et la souris, malgré que son rdle ne soit
pas encore caractérisé. Il ne peut se substituer a GABAg; ou GABAp; dans la formation d’un
hétérodimere fonctionnel et ne peut lier les ligands du GABA. Considérant I’absence
d’expression chez I’humain, GABApp est considéré comme un gene vétuste n’ayant plus
d’importance physiologique.

La preuve finale de I’existence de seulement deux sous-unités physiologiquement
importantes pour le récepteur GABAg provient d’études génétiques chez la souris. L’ablation
génétique de I’expression de GABAp; meéne a une perte complete de 1’activité GABAg et
aucun site de liaison n’est mesurable (261). L’ablation génétique de GABAR,, quant a elle,
meéne a une perte complete de Dactivité typique GABAp, mais il subsiste une activité
GABAg,; anormale dans certains types neuronaux, toujours mal expliquée (262). Les travaux
d’invalidation des genes chez la souris ont donc confirmé que I’ensemble de la signalisation
GABA5 est dépendante de la coexpression des deux sous-unités.

Le récepteur GABAp possede des activités présynaptiques et postsynaptiques
distinctes. La localisation du récepteur est déterminée par la sous-unit¢ GABApg,;. En effet, un
dimere GABAR(j,.2) va étre dirigé vers I’axone et la membrane présynaptique, tandis que le
dimere GABAg(1p-2) va étre dirigé vers les dendrites et la membrane postsynaptique (263). 11
est important de noter a ce niveau que la seule différence entre les deux isoformes se retrouve
au niveau du domaine extracellulaire, o GABAR;(,) posséde deux domaines de type sushi qui
sont absents chez GABAg;1,). Les isoformes sont par ailleurs identiques, incluant I’ensemble

des domaines intracellulaires, qui contiennent la méme séquence.

Pathologies/physiologie
L’ablation des geénes codant pour GABAg; et GABApg, chez la souris meéne a des

phénotypes notables, incluant le développement de crises d’épilepsie spontanées,

d’hyperalgésie, de problémes locomoteurs et de graves problémes de formation de la mémoire
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(261, 262). Le récepteur GABAgp a aussi été li¢ indirectement a des maladies tels la
schizophrénie, I’anxiété, la dépression et les troubles obsessifs compulsifs (264). Cependant, a
ce jour, un seul polymorphisme du géne de GABAg,; a été associé¢ a une forme d’épilepsie du
lobe temporal (265).

Le baclofen, agoniste synthétique du récepteur GABAg, est utilisé cliniquement
comme agent antispastique et relaxant musculaire chez les patients atteints de la sclérose en
plaques, ainsi que pour traiter la rigidité associée aux corps de Lewis chez les patients atteints
de Parkinson (266). De plus, des études cliniques ont permis d’observer un vaste potentiel
pour des ligands de GABAj dans le traitement de la dépendance a plusieurs drogues, ainsi que
pour traiter la douleur neuropathique (267, 268). Plus récemment, il a ét¢ suggéré que le
récepteur GABA§g pourrait étre ciblé pour traiter certains types de cancer (269). A ce jour, les
ligands de GABA g sont peu utilisés en clinique, car ils causent des effets secondaires majeurs,
particulierement au niveau de la relaxation musculaire, qui n’est pas un effet désiré pour des
traitements de santé mentale. L’étude des mécanismes de régulation du récepteur ouvre

potentiellement la porte a la découverte de cibles pharmacologiques plus spécifiques.

Pharmacologie

Plusieurs ligands du récepteur GABAg ont été découverts et caractérisé€s a ce jour, tel
qu’illustré dans le tableau 1. De fagon générale, les agonistes possedent une faible affinité
pour le récepteur, incluant I’agoniste naturel, le GABA, qui possede un EC50 d’environ 30
uM. I est suggéré qu’évolutivement, le récepteur n’a pas eu une grande pression sélective
pour garder une haute affinit¢ pour le GABA, considérant qu’au sein de la synapse, les
concentrations atteintes sont trés élevées (270). Le baclofen est le composé le plus souvent
utilisé pour activer le récepteur, étant le premier agoniste synthétique, et ayant une bonne
s¢lectivité pour GABAg en comparaison avec GABA 4.

Les antagonistes classiques de GABAg, tels le saclofen et le phaclofen, possedent de
trés faibles affinités pour le récepteur (EC50 d’environ 100 puM), plus faible que le GABA, ce
qui a longtemps compliqué les études in vivo. Les antagonistes plus récents posseédent de bien
meilleures affinités, et ont contribué¢ au clonage moléculaire du récepteur, particulierement le
CGP64213, qui a été couplé a de I’iode 125 pour faire un composé a haute affinité (Kp =
1.2+0.2 nM) qui peut étre couplé a sa cible par photo-affinité (253).
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Il est intéressant de noter qu’aucun agoniste inverse n’a été caractérisé a ce jour pour le

récepteur GABAG. 1l est possible que le mécanisme de liaison et d’activation du récepteur ne

permette pas une forte activation constitutive qui serait nécessaire a I’observation d’agonisme

inverse. Aucune pluridimensionnalité de signalisation des ligands n’a été observée a ce jour

non plus, pouvant indiquer un mécanisme d’activation au sein du récepteur qui différe des

récepteurs de famille A et B.

Tableau I : Classification des différents ligands du récepteur GABAg ainsi que leurs affinités

respectives (exprimées sous forme de pK; ou EC50 (-log (nM)))

Classe Nom Affinité Unité Référence
Agonistes GABA 4,1-6,7 pK; (271)
Baclofen 4,3-6,2 pK; (271)
3-APPA 52-7,.2 pK; (272)
3-APMPA 5,1 pK; (271)
Antagonistes saclofen 3,7-4,3 pK; (271)
phaclofen 3,9 pK; (271)
CGP 62349 8,5-8,9 pK; (272)
CGP 54626A 8,1-8,2 pK; (272)
CGP 55845 7,8 pK; (271)
SCH 50911 5,5-6,0 pK; (272)
CGP 46381 5,3 pK; (271)
CGP 35348 4,4 pK; (271)
Modulateurs CGP 7930 6,7 EC50 (273)
allostériques GS 39783 N/D -
BHF 177 N/D -
ADX 71441 N/D -

Quelques modulateurs allostériques ont €té décrits pour le récepteur GABAg. Ces

molécules se lient a un site de liaison allostérique au sein des domaines transmembranaires de

GABABg; et sont en mesure d’augmenter I’amplitude de la signalisation et améliorer 1’affinité

des agonistes pour le récepteur (274). 1l a été suggéré qu’en absence de GABAg,, certains

modulateurs allostériques comme le CGP7930 pourraient méme posséder une activité agoniste

intrinseéque sur GABA g, exprimé en absence de GABAg; (273).
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Le récepteur GABApg est par ailleurs responsable des effets nocifs de I’acide y-
hydroxybutyrique (GHB), molécule présente de fagon endogéne dans le cerveau, mais aussi
utilis¢ comme drogue illicite lorsque consommé en grande quantité, et nommée «drogue du
viol» (275). Les effets nocifs du GHB sont liés a la prise conjointe d’alcool et incluent la perte
de mémoire et la perte de conscience. GABAp possede une faible affinité pour le GHB, qui
possede des fonctions d’agoniste et agit donc seulement lorsque pris en forte dose, et ses effets
nocifs sont abolis par des antagonistes de GABAg (276). La concentration physiologique de
GHB ne semble pas étre en mesure d’activer GABAg.

De plus, il a été récemment démontré que le récepteur pouvait étre directement activé
par la liaison des a-conotoxines Vcl.l et RglA provenant du venin des mollusques de type

Conus, et que cette liaison était déplacée par les antagonistes du récepteur (277).

Liaison du ligand et mécanisme d’activation

Chacune des deux sous-unités GABAp possede un domaine de type «Venus Fly Trap»
(VFT) extracellulaire, mais seulement celui de GABAg; est en mesure de lier les ligands du
récepteur (80). Il semble que cette fonction ait été acquise il y a longtemps dans I’évolution
du récepteur, car la composition en acides aminés du VFT de GABAg, n’est pas conservée,
méme chez les especes pres de 1’homo sapiens (278). Le VFT de GABAg; comporte deux
lobes globulaires, et le site de liaison se retrouve entre les deux lobes. La liaison d’un agoniste
se fait principalement par le contact du groupement carboxylate du GABA avec la cystéine
245, la sérine 246 et la glycine 267 du lobe 1, ainsi que la tyrosine 366 du lobe II, tandis que le
groupement amine interagit avec la tyrosine 395 et le glutamate 465 du lobe II (voir figure
16). Ces interactions permettent au lobe I de se refermer sur le lobe II, stabilisant ainsi le
récepteur dans sa forme active (voir figure 17). Au contraire, la liaison d’un antagoniste
bloque les deux lobes dans une conformation ouverte. Le VFT de GABAg;, méme s’il n’est
pas en mesure de lier de ligand, interagit avec celui de GABAg; et augmente ’affinité des
agonistes pour le récepteur par un facteur de 10 (279). Le GABA a aussi besoin de la
présence d’un ion Ca® dans le site de liaison pour posséder son affinité maximale (280). Les
agonistes synthétiques (et les antagonistes) ne nécessitent pas la liaison du calcium.

Des études de mutagenése dirigée ont permis de démontrer que la simple fermeture du

VFT est capable a elle seule d’activer le récepteur. En effet, la création d’un pont disulfure
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entre le lobe I et le lobe II du VFT de GABAg; rend le récepteur constitutivement actif et
insensible aux ligands, autant pour le GABA que pour les antagonistes (281). Un traitement
au DTT, agent réducteur, retransforme le récepteur en mode inactif et le rend de nouveau
sensible au GABA.

Une fois 1’agoniste dans son site et le VFT refermé sur lui-méme, le mécanisme précis
d’activation des domaines transmembranaires n’est pas encore bien ¢€lucidé, mais il semble
que la nouvelle conformation des domaines extracellulaires induisent un changement

conformationnel au sein des TM, ce qui induit I’activité GEF de la sous-unité GABAR, (282).
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Figure 16 : Mod¢le structural de la liaison du GABA au domaine extracellulaire de GABAg; .
Adapté de (278).
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GABA,, GABA,

Figure 17 : Mod¢le d’activation du récepteur GABAg et transition de I’état inactif a I’état actif
avec réarrangement des domaines extracellulaires. 1. La liaison du GABA permet la
fermeture du VFT de GABAg,. 2. Une fois le GABA 1ié et le VFT refermé, un réarrangement
se produit au sein des domaines extracellulaires et transmembranaires des deux sous-unités

menant a la forme active du récepteur. Adapté de (283)

Signalisation

Le récepteur GABAg est couplé aux protéines G de la famille Gay,, et est donc en
mesure d’inhiber la production d’AMPc. On sépare généralement sa signalisation selon sa
localisation synaptique (voir figure 18). Le récepteur postsynaptique est responsable de
I’ouverture des canaux de la famille Kir3.1 (GIRK), qui sont des canaux potassiques
rectifiants entrants (284). L’activation de ces canaux se fait par I’entremise de la sous-unité Py
de la protéine G. Ces canaux sont responsables de ’entrée de potassium de I’extérieur du
neurone vers le cytoplasme, ce qui provoque une hyperpolarisation de la membrane. Le
récepteur présynaptique régule quant a lui la relache de neurotransmetteur en inhibant les
canaux calciques voltage dépendants (285, 286) et en modulant directement I’arrimage des
vésicules a la synapse par inhibition de la production d’AMPc (287). Cet arrimage est
favorisé par I’activation d’EPAC2, un GEF dépendant de I’AMPc, qui agit conjointement avec
la calmoduline pour faciliter I’arrimage des vésicules.

Quelques autres voies de signalisation ont également été suggérées pour GABAg. Le
récepteur semble étre en mesure d’activer la relache de calcium dans les astrocytes, par
I’entremise d’une activation de la PLCP (288). 11 a été suggéré que le récepteur est en mesure

d’activer la transcription de genes par interaction directe avec le facteur de transcription ATF4
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(289). La transactivation du récepteur a I’IGF-1 a aussi été proposée comme un mécanisme
d’activation de la voie anti-apoptotique d’Akt par le récepteur GABAg (voir figure 19),
menant a un mécanisme de neuroprotection observé dans des neurones du cortex (290). 1l a
récemment été suggéré que GABAgp est en mesure d’inhiber la composante calcique des
récepteurs NMDA du glutamate, par un mécanisme impliquant 1’activation post-synaptique de

PKA (291).
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Figurel8 : Signalisation présynaptique (a) et postsynaptique (b) du récepteur GABA . Adapté
de (292)
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Figure 19 : Mécanisme de transactivation du récepteur IGF-1R par I’activation du récepteur
GABA3g, menant a la neuroprotection par activation d’Akt, tel qu’observé dans des neurones

isolés du cortex cérébral. Adapté de (290).

Trafic du récepteur

Le récepteur GABAgp est régulé de facon prépondérante par le contrdle de son trafic
vers la membrane plasmique, tel qu’on peut le voir a la figure 20. En effet, la sous-unité
GABAGg,; possede un site de rétention de type R-X-R a la suite de la région coiled-coil dans
son domaine carboxyl-terminal (293). Ce site permet ’interaction du récepteur avec le
complexe de transport rétrograde COPI (coat protein I) lorsque le récepteur arrive au niveau
du réseau Golgi (2). COPI interrompt donc le transport vers la membrane pour plutét ramener
GABAgp,; vers le RE. La dimérisation de GABAp; avec GABAg; permet la formation du

domaine coiled-coil des queues carboxyl-terminales, ce qui masque le signal de rétention et
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permet le transport du récepteur vers le réseau trans-Golgi. Certains chercheurs ont proposé
que des protéines de la famille 14-3-3 pouvait réguler le transport au niveau de ce site, car ils
peuvent lier le récepteur directement au niveau de la séquence R-S-R-R (294). Cependant, les
évidences expérimentales semblent suggérer que la perte de I’interaction avec 14-3-3 ne
modifie pas le trafic du récepteur (2). Un deuxiéme site de rétention de type dileucine est
présent en amont du motif R-S-R-R, au tout début du coiled-coil (295). Ce motif permet
I’interaction avec la protéine Msec7-1, un facteur d’échange GTP : GDP des petites protéines
G de la famille ARF, impliquée dans le transport vésiculaire. Cette interaction diminue la
quantité de récepteurs acheminés a la membrane plasmique, et semble le bloquer au niveau du
réseau Golgien.

Le récepteur GABAg, comme la majorité des récepteurs a 7TM, peut étre glycosylé sur
ses deux sous-unités. Certains RCPG nécessitent la présence des polysaccharides pour le bon
repliement et le transport membranaire (296), mais le retrait de 1’ensemble des sites de
glycosylation de GABAg;p) ne semble pas modifier son activité ni son transport a la
membrane (270). Cependant, le récepteur non-glycosylé semble perdre un peu d’affinité pour
le GABA.

Une distinction importante existe au niveau du transport cellulaire du récepteur selon
I’identité¢ de la sous-unit¢ GABAg;. En effet, le récepteur GABApa2) est activement
transporté vers 1’axone pour exercer son role présynaptique, tandis que le récepteur GABAg(11-
2 semble dans son cas plutdt étre transporté de fagon passive vers les membranes
somatodendritiques (297). La présence des domaines sushi présents sur GABAg@) est
nécessaire a ce mécanisme de ciblage (298). La seule protéine d’interaction connue a ce jour
pour les domaines sushis de GABAg;n) est la fibuline-2, une protéine de la matrice
extracellulaire (299), et il semble peu probable que cette interaction soit celle dictant le
ciblage, considérant que la perte de I’interaction n’affecte pas le transport vers I’axone du
dimere GABAg(1a2). Le mécanisme moléculaire précis de ce ciblage reste donc toujours a
déterminer.

I1 a été suggéré qu’en plus de I’association entre les sous-unités du récepteur lui-méme,
des interactions avec d’autres protéines pourraient moduler le transport du récepteur.
Premiérement, la sous-unit¢ GABAg; peut s’associer a la sous-unité y2S du récepteur GABA 5

(1), ce qui permet son transport a la surface en absence de GABAg,. Cependant, aucune
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activité fonctionnelle n’était associée a ce complexe. Il a aussi été suggéré que le dimere
GABAg(1a-2) pouvait interagir avec le facteur de transcription CHOP, menant a une diminution
de son expression a la surface (300). Cet effet ne serait pas détectable sur le dimere

GABARg(1b-2), car la protéine CHOP n’y a pas d’interaction.

GABAg mRNA

ribosome/

Figure 20 : Schéma des différents mécanismes de régulation du trafic du récepteur GABAg
vers la membrane régulée par COPI et msec7-1, ainsi que ses interactions avec diverses
protéines régulant la transcription (CHOP, ATF4), la traduction (Marlin-1) et sa signalisation

(GRK4, PKA, Kir3.1). Adapté de (297).
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Modulation de la signalisation et interactome

Controle de Pactivité du récepteur GABAg par interactions protéiques

Les mécanismes connus de désensibilisation du récepteur GABAp semblent assez
différents de ceux observés pour les RCPG classiques. En effet, le récepteur est déja fortement
phosphorylé a 1’état basal et sa phosphorylation ne semble pas augmenter suite a une
stimulation par I’agoniste (301). De plus, le récepteur n’est pas en mesure de recruter la -
arrestine et n’est pas internalisé de fagcon dépendante de 1’agoniste (302, 303).

Un mécanisme connu de désensibilisation du récepteur nécessite la présence de GRK4.
Contrairement aux mécanismes typiques liés a la désensibilisation dépendante des GRK, le
domaine kinase de GRK4 n’est pas nécessaire et aucune évidence de phosphorylation et
d’internalisation en réponse a I’agoniste n’est observée (304). Le domaine RGS de la protéine
semble étre suffisant a cette désensibilisation. Cependant, la protéine GRK4 a elle seule ne
peut pas supporter I’ensemble des phénomenes de désensibilisation physiologiquement
importants, car son patron d’expression chez ’humain est limité lorsque comparé a celui de
GABAGg (305). 11 a été observé que GRKS pouvait interagir avec le récepteur, mais aucune
¢vidence de son role dans la désensibilisation n’a été apportée (306). Le mécanisme précis de
désensibilisation dans le cas de GRK4 n’est pas caractérise.

Dans un mécanisme possiblement similaire a celui observé pour GRK4, I’activité¢ du
récepteur peut étre modulée par son interaction avec la protéine RGS4 (307). Cette interaction
semble remodeler le complexe récepteur-protéine G, car elle permet d’accélérer les propriétés
d’activation de la protéine G, mais aussi de fortement accélérer la désactivation de la protéine
G. L’association de RGS4 semble donc en mesure de moduler les propriétés de couplage de la
protéine Gj, favorisant un mécanisme d’activation et d’inactivation rapide en réponse au
GABA. 1l est possible que d’autres protéines de la famille RGS puissent réguler I’activité du
récepteur, mais qu’elles ne soient toujours pas caractérisées.

L’activité du récepteur GABAp, mesurée par son activation des canaux Kir3.1, peut
aussi étre régulée par I'interaction directe de GABAg; avec des protéines de la famille KCTD

(308, 309). KCTDI2a et KCTD12b sont en mesure d’accélérer la désensibilisation du
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récepteur en réponse a une stimulation soutenue par le GABA, tandis que KCTD8 et KCTD16
interagissent eux aussi avec le récepteur, mais n’ont pas d’effet sur la désensibilisation (310).

Le mécanisme moléculaire précis sous-tendant ce phénomene n’est pas encore €¢lucidé.

Modifications post-traductionnelles de GABAp

Malgré I’absence de phosphorylation dépendante des GRK, plusieurs autres kinases
sont responsables de réguler I’activit¢ de GABAp par modification post-traductionnelle. En
premier lieu, la PKA est responsable de la phosphorylation de la sérine 892 de GABAg, (311).
La désensibilisation des courants potassiques provenant des canaux Kir3.1 est retardée par la
phosphorylation de la sérine 892, entrainant donc une forme de sensibilisation du récepteur a
son effecteur. Le récepteur GABAg étant couplé a la protéine G;, il diminue la production
d’AMPc et a donc un role inhibiteur sur la PKA, diminuant ainsi sa propre phosphorylation et
favorisant la désensibilisation des courants potassiques. De plus, la stabilité du récepteur a la
membrane semble améliorée par cette phosphorylation dépendante de la PKA.

La kinase AMPK est quant a elle responsable de la phosphorylation d’un site sur
chacune des deux sous-unités (312). Recrutée par interaction directe sur GABAg;, elle
phosphoryle un premier site sur cette sous-unité, la sérine 917, située dans la région coiled-coil
de la queue carboxy-terminale. Les conséquences fonctionnelles de cette phosphorylation
n’ont pas été caractérisées a ce jour. Etonnamment, lorsque la sérine 917 est mutée, AMPK
est en mesure de phosphoryler la sérine 923, située dans le site de rétention au RE.
L’importance physiologique de cette observation n’est pas connue. Le site de phosphorylation
d’AMPK dans la queue carboxyl-terminale de GABAg,, situé sur la sérine 783, a quand a lui
des effets plus clairs. En effet, la phosphorylation de ce résidu semble avoir un effet positif
sur le couplage entre le récepteur et les canaux Kir3.1, similaire a ce qui a été observé pour la
phosphorylation de la sérine 892 par la PKA. L’atténuation du signal en réponse a des
stimulations consécutives est diminuée lorsque le récepteur est phosphorylé. Une étude
conséquente a démontré que la sérine 783 phosphorylée serait une cible de la phosphatase
PP2A en réponse a ’activation du récepteur au glutamate de type NMDA (313), mais I’effet

de la déphosphorylation sur la désensibilisation du récepteur n’a pas été évaluée.
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L’activité du récepteur peut aussi €tre controlée via une phosphorylation dépendante de
la CaMKII (314). Dans ce cas, I’activation du NMDAR menerait a ’activation de CaMKII,
qui serait en mesure de phosphoryler la sérine 867 sur GABAg;. Cet effet semble spécifique
au NMDAR, car d’autres mécanismes de mobilisation du calcium n’ont pas entrainé cette
phosphorylation.

Finalement, un dernier site de phosphorylation du récepteur, la sérine 884 de GABAp;,
a ¢ét¢ découvert dans un criblage protéomique des protéines synaptiques humaines (315).
Cependant, aucune autre information n’a été apportée a ce jour sur ce site et sur son
importance physiologique. La séquence entourant le site est de type PEST, riche en proline,
sérine, thréonine, acide glutamique et acide aspartique, pouvant suggérer un recrutement par
une kinase dirigée par les prolines (316). Les séquences PEST étant souvent associées a
I’ubiquitination et la protéolyse des protéines les contenant, il est possible que ce site de
phosphorylation soit impliqué dans de tels processus (317).

La désensibilisation du récepteur GABAg est au centre des questions adressées dans
cette these, et il est donc important de bien comprendre les mécanismes déja connus de
régulation de cette activité. Cette question demeure ouverte, car comme on peut le constater,
plusieurs mécanismes ont ¢été proposés, mais aucun n’explique le phénoméne de
désensibilisation fonctionnelle. Au contraire, la majorit¢ de la phosphorylation observée
semble retarder la désensibilisation du récepteur, et n’induit aucun recrutement de la -
arrestine, ni d’internalisation en réponse a I’agoniste. C’est une des raisons pour lesquelles

nous allons aussi étudier la régulation du récepteur en absence de stimulation.

Controle de ’activité par oligomérisation et localisation membranaire

Tel que mentionné plus haut, il a été démontré que le récepteur GABAjg existait sous
forme oligomérique, minimalement sous forme de tétrameéres comportant deux sous-unités
GABAg; (116). 11 a été suggéré que la tétramérisation du récepteur serait un frein a son
activité, le récepteur semblant étre plus actif sous forme de dimeére que sous forme de
tétramere, ce qui suggere une forme de coopérativité fonctionnelle négative des oligomeres de
haut niveau (318). Il semble donc que le controle de I’oligomérisation du récepteur soit en
mesure de moduler son activité, révélant possiblement un type de mécanisme de contrdle de la

signalisation.
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Le récepteur GABAg semble aussi pouvoir étre présent dans les microdomaines de la
membrane plasmique appelés «radeaux lipidiques» (319). Ces domaines sont des régions de
la membrane plasmique riches en cholestérol et en sphingolipides qui comportent une grande
quantit¢ de protéines de signalisation. Contrairement a plusieurs RCPG, GABAg semble
plutot étre moins actif dans les radeaux lipidiques que dans les membranes normales, bien que
le mécanisme moléculaire précis n’ait pas été caractérisé (320). Cela suggere donc un
mécanisme supplémentaire de controle de la signalisation, ou le contréle de la localisation

membranaire peut jouer sur la capacité a activer la protéine G.

Endocytose et triage endosomal

Tel qu’indiqué plus haut, le récepteur GABAg n’est pas internalisé en réponse a une
stimulation par son agoniste. Cela peut étre partiellement expliqué par 1’absence de
phosphorylation dépendante des GRK et I’absence de recrutement de la B-arrestine, qui sont
généralement les éléments déclencheurs de I’internalisation dépendante des agonistes des
RCPG. Cependant, il fut découvert que GABAp peut étre internalisé constitutivement de
facon importante, 20 a 40% du récepteur étant retiré de la membrane plasmique en deux
heures (303). Le mécanisme d’endocytose constitutif n’est pas encore caractérisé, mais il a été
suggéré que le récepteur puisse recruter le complexe AP-2 directement. Sa demi-vie a la
membrane plasmique semble faible dans les neurones et dans les cellules HEK293, mais des
¢tudes précédentes suggéraient une grande stabilité dans les cellules COS-7 (270, 301). 1l est
possible que certains ¢léments de régulation ne soient pas exprimés dans certains des types
cellulaires, ce qui modifierait la stabilité¢ du récepteur a la membrane plasmique.

Une étude a suggérée que 'interaction directe entre le récepteur GABAg et la sous-
unité y2S du récepteur GABA 5 pourrait permettre au récepteur d’€tre internalisé suite a la
stimulation avec du GABA dans des cellules HEK293 (1). 1l est difficile d’étendre cette
conclusion globalement, considérant que ces protéines ont des patrons d’expressions tres
similaires, mais qu’aucune internalisation dépendante de I’agoniste n’est mesurable dans les
neurones (301).

Plusieurs ¢léments de régulation, incluant la phosphorylation et les interactions
protéiques, décrites ci-haut, semblent jouer un réle sur I’internalisation du récepteur. La

phosphorylation par PKA de la sérine 892 de GABA; stabilise le récepteur a la membrane et
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diminue I’internalisation constitutive (311). L’interaction avec la protéine KCTD12 diminue
fortement 1’internalisation constitutive du récepteur, contrairement aux autres membres de la
famille KCTD (321). Il semble aussi, de facon générale, que la sous-unit¢ GABAR, est celle
qui régule le taux d’internalisation constitutif (322), probablement en masquant le site
dileucine de la sous-unité GABAg;, les motifs dileucines étant associés a 1’internalisation des
RCPG (157). Malgré I’absence d’internalisation dépendante de I’agoniste de GABAg, son
endocytose est favorisée par la relache synaptique de glutamate (323). La phosphorylation par
CamKII de la sérine 867 de GABAg;, en réponse a I’activation des récepteurs a NMDA
semble médier cet effet (314).

Suite a son endocytose, le récepteur GABAp recycle de fagon trés efficiente en
absence de stimulus extérieur (324). La stimulation par le glutamate par I’entremise du
NMDAR semble aussi en mesure de réguler le recyclage (325). Dans ce cas, I’entrée de
calcium produite par I’activation du NMDAR permet I’activation de PP2A, qui peut
déphosphoryler la sérine 783 de GABAg,;. Cette déphosphorylation favoriserait la
dégradation du récepteur en inhibant le recyclage. La co-activation de GABAg semble le
protéger de cette issue, par un mécanisme encore incompris. Les protéines directement
impliquées dans le triage entre le recyclage et la dégradation n’ont pas encore été
caractérisées.

L’internalisation du récepteur est un autre des sujets principaux de ma thése.
Considérant la forte internalisation constitutive observée, il est important de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires qui régissent ce phénomene. C’est pourquoi nous
avons fait un criblage dans le but d’identifier de nouvelles interactions protéiques pouvant

jouer un role dans la régulation de la stabilit¢ membranaire du récepteur.

Autres protéines d’interaction et roles possibles

L’intérét pharmaceutique apporté au récepteur GABAg depuis son clonage a mené a
une vaste course a la caractérisation du protéome d’interaction du récepteur. Les protéines
impliquées dont les rdles ont été caractérisés dans les mécanismes de contréle de I’activité ont
¢té décrites ci-haut. Voici un résumé des autres interactions identifiées et leurs réles possibles

(voir tableau 2).
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Tel que vu auparavant, les régions coiled-coil des sous-unités GABAg s’averent tres
intéressantes d’un point de vue protéomique. Non seulement leur association est nécessaire
pour la formation d’un récepteur fonctionnel, mais chacune des sous-unités posséde des
partenaires d’interactions dans cette région. Plusieurs des protéines identifiées interagissent
avec les queues c-terminales en formant une structure coiled-coil, et sont donc des protéines
rarement associées avec les autres RCPG. Par exemple, les facteurs de transcription ATF4
(CREB2) et ATFx interagissent avec la queue c-terminale de la sous-unit¢ GABAg; (289, 326,
327). Deux roles potentiels, mais inverses ont été proposés pour cette interaction. Il a été
suggéré que 1’activation du récepteur permettait 1’activation du facteur de transcription ATF4,
augmentant 1I’expression d’un géne rapporteur associé¢ a son promoteur (289). Une autre ¢tude
suggere plutot que le role de GABAg serait de séquestrer ATF4 hors du noyau, le rendant
ainsi inactif (327). Cette interaction entre ATF4 et GABApg; semble cependant compétitive a
I’interaction avec GABAg,, ce qui complique 1’analyse au niveau du rdle sur le récepteur
fonctionnel.

La queue c-terminale de GABAg, forme elle aussi une structure coiled-coil avec un
facteur de transcription, CHOP (300). Lorsque GABAR; est co-exprimé avec GABAg) ), il y
a perte de I’interaction avec CHOP, car ils partagent le méme site d’interaction au niveau du
coiled-coil. Cependant, I’expression de GABABgj, permet quand a elle de conserver
I’interaction avec CHOP, cette fois sans interaction du domaine coiled-coil 8 CHOP. Bien que
le site d’interaction GABAg;,)-CHOP n’est pas décrit, les auteurs suggerent que cela serait di
a un réarrangement des boucles intracellulaires de GABAg; ) causé par la présence des
domaines sushis extracellulaires. Ceci représente un premier exemple connu de différence
intracellulaire entre GABARg ) et GABAg ). Il est intéressant de noter qu’ATF4 et CHOP
sont tous deux impliqués dans les voies de réponses au stress du réticulum endoplasmique
(328). En plus, 'expression de CHOP est elle-méme régulée par ATF4 (329). Il n’est pas
encore déterminé si la rétention de GABApg; peut mener a un stress endoplasmique, mais si
c’est le cas, il serait intéressant de revoir ces deux interactions sous cette lumiére.

La protéine de liaison a I’ARN Marlin-1 (aussi connue sous le nom de JAMIP) peut
elle aussi former une interaction coiled-coil avec la sous-unité GABAg;. Dans ce cas aussi,
I’interaction est compétitive 8 GABAp,. Marlin-1 semble posséder deux roles au niveau du

récepteur. Premiérement, elle est en mesure de lier ’ARN messager de GABAg; et semble
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pouvoir moduler sa traduction (330). Elle semble aussi €étre en mesure d’interagir avec le

moteur moléculaire kinésine-1 pour lier le récepteur au cytosquelette et pour moduler son

transport vésiculaire (331).

Tableau 2: Protéines d’interactions des sous-unités du récepteur GABAp, domaines

d’interactions et rdles connus ou supposés.

Sous-unité Protéine d'interaction Domaine d'interaction Role Référence
GABAGg; CREB2 (ATF4) coiled-coil (AA 884-927) Régulation transcriptionnelle? (326)
ATFx coiled-coil (AA 884-927) inconnu (289)
Marlin-1 queue c-terminale Transport axonal/liaison ARNm  (330)
GABA ,y2S AA 925-933 Transport/internalisation (D)
AMPK AA 910-925 Phosphorylation (312)
COP 1 RSRR (AA 923-926) rétention dans le RE (2)
14-3-3 (n/0) AA 905-928 Régulation de la dimérisation? (294, 332)
Msec7-1 LL (AA 890-891) Transport vers la membrane (295)
CaSR inconnu rétention dans le RE ? (333)
GABAGE () Fibulin1 domaine sushi Transport vers axone? (299)
CHOP inconnu Régulation du transport? (300)
GABAg, CHOP coiled-coil Régulation du transport? (300)
MPDZ AA 938-941 Modulation de la demi-vie? (334)
B-filamin inconnu inconnu (335)
KCTD (12, 12b, 8§,
16) AA 901-906 Sensibilisation/désensibilisation ~ (308)
Récepteur M2
muscarinique inconnu Inconnu (336)
CaSR inconnu Inconnu (333)
Tamalin queue c-terminale Inconnu (337)
Hrdl queue c-terminale Ubiquitination liée a 'ERAD (338)
GABA3g Kir3.1 inconnu Signalisation (307)
GRK4 inconnu Désensibilisation (304)
GRKS5 inconnu Désensibilisation? (3006)
RGS4 inconnu Signalisation/Désensibilisation (307)
mGluR4 inconnu Inconnu (339)

Tel que décrit auparavant, il est aussi connu que 14-3-3 interagit avec le récepteur

(294). La liaison de 14-3-3 est généralement reliée a la phosphorylation sous-jacente de son

site de liaison, mais dans le cas présent, c’est plutot le cas contraire, le peptide phosphorylé

65



n’étant plus en mesure d’interagir avec 14-3-3. Une hypothése intéressante sur cette
interaction a été récemment proposée par le groupe de Landry (332). Les auteurs proposent
que la liaison de 14-3-3( soit en mesure de désassembler 1’hétérodimere fonctionnel pour
abolir son activité. Les données présentées semblent suggérer une capacité a empécher une
interaction fonctionnelle entre les deux récepteurs, mais I’hypothése du désassemblage
dynamique est peu soutenue. Il est intéressant de noter que l’expression de 14-3-3( est
fortement augmentée dans les cas de douleurs chroniques, ce qui pourrait affecter I’activité de
GABAGg dans ces conditions.

La queue c-terminale de GABA g, interagit quant a elle avec des protéines de fort poids
moléculaire, la B-filamine et MPDZ (334, 335). Dans le premier cas, la B-filamine est une
protéine interagissant avec l’actine, qui est souvent liée au processus de réorganisation du
cytosquelette. Aucun role précis de GABAg dans ces processus n’a été identifié a ce jour,
mais le site d’interaction de la B-filamine sur GABAg; chevauche une région importante dans
I’ancrage du récepteur a la membrane (340). La protéine MPDZ (aussi connue sous le nom de
MUPP-1) possede 13 domaines PDZ et est impliquée dans 1’échafaudage de macro-complexes
de signalisation. L’interaction de MPDZ a GABAg; est en mesure de moduler la demi-vie du
récepteur par un mécanisme encore inconnu. Il est intéressant de noter que MPDZ est
impliqué dans I’activation de la CaMKII et I’activation de voies de signalisation MAP Kinases
en réponse a I’activation du récepteur NMDA, et pourrait donc contribuer a la régulation
croisée entre GABAg et le NMDAR (341).

I1 a aussi été proposé que le récepteur GABAp peut interagir avec d’autres RCPG pour
former différents hétéro-oligomeres. Il a été retrouvé comme partenaire avec deux autres
récepteurs de la famille C, mGluR4 et CaSR (333, 339). Dans le cas du récepteur mGluR4, il
a été suggéré que ce dernier pouvait permettre le trafic a la membrane de GABAg;, mais ne
permettait pas la formation d’un hétérodimére fonctionnel. Dans le cas du CaSR, la sous-unité
GABAGg,; est en mesure de le retenir dans le RE, tandis que la sous-unit¢ GABApg, semble
plutot favoriser son transport a la membrane. La coexpression des deux sous-unités ne donne
aucun effet supplémentaire, et il ne semble pas y avoir formation d’un complexe oligomérique
impliquant les trois récepteurs a 7TM.

Dans une classe différente de RCPG, le récepteur muscarinique M2 a été trouve

comme partenaire d’interaction de GABAg; (336) et cette interaction est en mesure de bloquer
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la régulation négative due a une stimulation chronique du récepteur M2 par son agoniste.
Aucun effet réciproque n’a été observé sur GABAg a ce jour.

On peut donc constater que le récepteur GABAp posséde un riche protéome
d’interaction, déja fortement caractérisé. Malgré cela, plusieurs des mécanismes modulant les
propriétés de base du contrdle de I’activité de signalisation, soit la désensibilisation,
I’internalisation et la dégradation du récepteur, sont encore mal compris. Cette thése a donc
comme objectif d’approfondir ces mécanismes moléculaires par 1’identification de nouvelles

interactions protéiques.
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Objectifs de la thése

L’analyse des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des RCPG est
nécessaire a la compréhension de leur fonctionnement et a 1’établissement de nouvelles
thérapies sélectives. L’objectif général de ma thése consistait a caractériser des nouveaux
mécanismes menant a la régulation du récepteur GABAgp et de sa signalisation par la
découverte de nouvelles interactions protéiques.

Depuis son clonage en 1997-1998 (80, 253), le récepteur GABAjp fut le sujet de
nombreuses études portant sur la régulation de sa signalisation. Il fut rapidement identifié que
le récepteur avait des propriétés anormales pour un RCPG au niveau de ses mécanismes de
désensibilisation. Bien que le récepteur semble étre désensibilisé par GRK4 dans le cervelet
(304), cette derniere a un profil d’expression limité comparativement au récepteur, et
n’explique donc pas le comportement du récepteur dans le reste du cerveau. Notre premier
objectif était donc d’étudier le phénomene de désensibilisation de GABAG, et a cette fin, nous
avons identifi¢ la phosphorylation par PKC et I’interaction avec la protéine NSF comme étant
impliquée dans ce processus.

Nous nous sommes par la suite intéressés a la régulation négative de 1’expression du
récepteur. GABAp ne démontre pas de dégradation en réponse a une stimulation par
I’agoniste, mais possede néanmoins une trés courte demi-vie comparée aux autres RCPG
(324). Notre deuxiéme objectif était donc d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes
de dégradation du récepteur en absence de stimulation. Nous nous sommes attardés a la
régulation du récepteur fonctionnel a la membrane plasmique, et avons découvert que PKC
était en mesure de promouvoir I’ubiquitination de GABAg, et que cette ubiquitination était
corrélée avec une dégradation plus rapide du récepteur. De plus, nous avons identifi¢ la
déubiquitinase USP14 comme protéine favorisant la dégradation du récepteur.

Finalement, GABAp démontre des propriétés d’internalisation anormales pour un
RCPG, n’étant pas internalisé¢ en réponse a une stimulation par un agoniste, mais étant
fortement internalisé constitutivement (303). Les mécanismes régulant cette internalisation
constitutive étant encore inconnus, notre troisieme objectif était de caractériser de nouvelles

interactions protéiques pouvant intervenir dans ce processus. Nous avons identifié la protéine
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Grb2 comme interagissant avec la queue carboxyl-terminale de GABAg; et pouvant diminuer

I’internalisation constitutive du récepteur.
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Résultats
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Article 1

Coordinated action of NSF and PKC regulates GABAB receptor signaling efficacy

Stéphanie M. Pontier, Nicolas Lahaie, Rachel Ginham, Fannie StGelais, Héléne Bonin, David
J. Bell, Helen Flynn, Louis-Eric Trudeau, Jeffrey Mcllhinney, Julia H White et Michel
Bouvier. 2006. Publié dans EMBO Journal 25(12), 2698-2709.

Résumé

L’hétérodimérisation obligatoire du récepteur GABAp souléve des questions
fondamentales sur les mécanismes moléculaires régulant son efficacité de signalisation. Dans
cette ¢tude, nous montrons que la protéine de fusion membranaire sensible au NEM (NSF)
interagit directement avec 1’hétérodimére GABAg au niveau des synaptosomes et dans des
cellules CHO, formant un complexe ternaire qui peut étre dissocié par une stimulation avec un
agoniste. L’inhibition de la liaison de NSF a GABAg par un peptide dérivé de GABAR;
(TAT-Pep-27) n’affecte pas ’activité de signalisation basale, mais abolit considérablement la
désensibilisation promue par un agoniste, autant dans les cellules CHO que dans des tranches
d’hippocampe. Considérant aussi le role de PKC dans le processus de désensibilisation, nos
observations que TAT-Pep-27 prévient le recrutement dépendant de I’agoniste de PKC et la
phosphorylation du récepteur suggerent que NSF est un facteur d’amorce requis pour la
désensibilisation de GABAg. FEtant donné que la désensibilisation de GABAg n’inclut pas
d’internalisation du récepteur, I’action coordonnée de NSF et PKC suggere que NSF peut
réguler ’efficacité de signalisation des RCPG indépendamment de son rdle sur le trafic
membranaire. L’interaction fonctionnelle entre trois régulateurs importants de la relache de
neurotransmetteurs, tels que GABAg, NSF et PKC, pourrait apporter de nouvelles hypothéses
sur I’action présynaptique de GABAg.

Contribution : J’ai contribué a une partie substantielle de la génération des résultats, incluant

le design expérimental des expériences de phosphorylation (en coordination avec S. Pontier) et
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I’expérimentation compléte, ainsi qu’une implication importante pour le design et
I’expérimentation des expériences de mesure de I’activité du récepteur et de désensibilisation
par mesure de GTPy>>S. J’ai aussi participé a 1’expérimentation dans les expériences de co-
immunoprécipitation, ainsi qu’aux discussions et aux idées en ce qui a trait a la génération du
modele proposé. J’ai revu le manuscrit avant soumission, sans cependant en étre 1’auteur

principal.
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Abstract

The obligatory heterodimerization of the GABAg receptor (GBR) raises fundamental
questions about molecular mechanisms controlling its signaling efficacy. Here, we show that
NEM sensitive fusion (NSF) protein interacts directly with the functional GBR heterodimer
both in rat brain synaptosomes and heterologous expression system, forming a ternary
complex that can be regulated by agonist stimulation. Inhibition of NSF binding with a
peptide derived from GBR2 (TAT-Pep-27) did not affect basal signaling activity but almost
completely abolished agonist-promoted GBR desensitization in both CHO cells and
hypocampus slices. Taken with the role of PKC in the desensitization process, our observation
that TAT-Pep-27 prevented both agonist-promoted recruitment of PKC and receptor
phosphorylation suggests that NSF is a priming factor required for GBR desensitization.
Given that GBR desensitization does not involves receptor internalization, the concerted
action of NSF and PKC revealed herein suggests that NSF can regulate GPCR signalling
efficacy independently of its classical role in membrane trafficking. The functional interaction
between three bona fide regulators of neurotransmitter release, such as GBR, NSF and PKC

could shed new light on the modulation of GBR action at presynaptic sites.

74



Introduction

Ionotropic and metabotropic receptors mediate the action of the inhibitory
neurotransmitter y-amino-butyric acid (GABA) in the central nervous system. The
metabotropic GABAg receptor (GBR) consist of an obligatory heterodimer between two
homologous seven transmembrane domain (7TM) receptors, known as GBR1 and GBR2
(Jones et al., 1998; Kaupmann et al., 1998; Kuner et al., 1999; White et al., 2000). In addition
to play a role in ER export (Couve et al., 1998; Margeta-Mitrovic et al., 2000), the
GBRI1/GBR2 heterodimerization is required for the formation of a functional receptor.
Indeed, while only GBRI1 can bind GABA, GBR2 appears to be the subunit engaging the
heterotrimeric G protein for downstream signaling (Galvez et al., 2001; Robbins et al., 2001;
Margeta-Mitrovic et al., 2001). Such transactivation across two distinct 7TM receptors raises
fundamental questions about the molecular mechanisms controlling their signaling efficacy.

Among the mechanisms controlling 7TM receptor activity, agonist-promoted
desensitization is one of the best characterized at the molecular level. As for most receptors,
sustained stimulation of GBR can lead to functional desensitization (Couve et al., 2002;
Gonzalez-Maeso et al., 2003; Perroy et al., 2003; Tosetti et al., 2004). However, Parrestin
recruitment to the receptor and the ensuing endocytosis of the complex, which are classically
associated to agonist-promoted desensitization, do not appear to contribute to the regulation of
GBR responsiveness (Perroy et al., 2003; Fairfax et al., 2004). We recently reported that a
phosphorylation-independent mechanism involving the G protein receptor kinase 4 (GRK4)
can regulate GBR activity in the cerebellum (Perroy et al., 2003). However, the restricted
expression pattern of GRK4, mainly found in testes and cerebellum (Sallese et al., 2000;
Virlon et al., 1998), suggests that other mechanisms may modulate GBR signaling efficacy in
other tissues. There is in fact multiple evidences that different desensitization mechanisms

may be at work since distinct desensitization and phosphorylation profiles were reported for
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different cellular systems (Couve et al, 2002; Gonzalez-Maeso et al, 2003; Tosetti et al,
2004). These discrepancies between different systems are most likely due to the relative
expression levels of different protein partners that can influence receptor signaling efficacy.
Among other factors, PKC activation has previously been shown to regulate GBR activity
(Dutar and Nicoll, 1988; Thompson and Gahwiler, 1992), however its direct role in agonist-
promoted desensitization has not been documented yet.

In an effort to identify new proteins that could regulate receptor function, we
performed a yeast two-hybrid screen using the GBR2 carboxyl tail (c-tail) as bait that
revealed the N-ethylmaleimide (NEM) sensitive fusion (NSF) protein as a potential
interacting partner. NSF belongs to the “ATPase Associated to various cellular Activities”
(AAA ATPase) family and is classically devoted to the regulation of protein-protein
interactions that support membrane fusion and trafficking events (Whiteheart and Matveeva,
2004). In this context, it promotes the dissociation of soluble NSF-associated protein receptor
(SNARE) complexes that control fusion specificity via appropriate coiled coil interactions.
Such an uncoiling activity of NSF is of particular interest when considering its interaction
with GBR since the receptor’s carboxyl tails are engaged in a coiled-coil interaction within
the GBR1/GBR2 heterodimer (Kammerer et al., 1999; White et al., 1998).

In addition to the established role of NSF in controlling the assembly/disassembly of
SNARE complexes, its direct interaction with cell surface receptors such as the AMPA
receptor (Nishimune et al., 1998; Osten and Ziff, 1999), the ,-adrenergic (,AR) receptors
(Cong et al., 2001), the dopaminergic receptors (Heydorn et al., 2004) and the adrenomedulin
receptor (Bomberger et al., 2005) has been reported. In the three cases where the functional
consequences were characterized, NSF binding was proposed to modulate the post-endocytic
sorting of these receptors (Hanley et al., 2002; Lee et al., 2004; Noel et al., 1999; Cong et al.,

2001; Bomberger et al., 2005). Given that GBR does not undergo rapid agonist-promoted
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internalization in any of the systems tested (Perroy et al, 2003; Fairfax et a/, 2004), we sought
to investigate further the interaction between NSF and GBR and its potential role in regulating

receptor function.
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Results

NSF interacts directly with GBR subunits

A yeast two-hybrid screen (YTH) was performed with both GBR1 and GBR2 full
length c-tails (*I-°°'K and "'I-*'L respectively) against a human brain ¢cDNA library. In
addition to the complementary GBR subunit (White et al., 2002) and the transcription factor
ATFx/CREB2 (White et al., 2000), we found NSF as a potential binding partner of GBR2
(Fig. 1). Using shorter segments of the carboxyl domain, the interacting region was narrowed
down to the distal part of the GBR2 coiled-coil domain and more specifically to a 27 amino
acid peptide encompassing residues 799-825 (Pep27). As previously observed for the
interaction between GluR2 and NSF (Nishimune et al., 1998), the integrity of the full length
AAA ATPase appeared essential for its association with the receptor c-tail. Indeed, none of
the truncation mutants of NSF tested could bind to the receptor c-tail (data not shown).

To further characterize the interaction between NSF and the GBR2 c-tail, we carried
out in vitro binding assays using the receptor c-tail fused to a Glutathione-S-transferase (GST)
protein and purified Hise¢-tagged NSF. GST pull-down performed with increasing amount of
NSF in the presence of non-hydrolysable ATPyS (to inhibit NSF ATPase activity)
demonstrated a direct interaction between NSF and the full length GBR2 c-tail (Fig. 2A). As
can be seen in the right panel of Fig. 2A, the binding of NSF to GBR2 c-tail tends to saturate
at ~ 50 nM, reaching half saturation at 15nM thus indicating a relatively high affinity of NSF
for the receptor. The nucleotide dependence of the NSF binding was then determined (Fig.
2B) by evaluating the impact of ATP and ATPyS under different salt conditions. Conditions
favoring the ATPase activity of NSF (ATP and Mg”") disrupted the association whereas its
inhibition (ATPyS + Mg*", ATP + EDTA or ATP + Mg*" + EDTA) favored the interaction
with the GBR2 c-tail (Fig. 2B). Such influence of the nucleotide-bound state of NSF is

reminiscent of other functionally relevant interactions involving NSF (Osten et al., 1998;
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Hanley et al., 2002; Muller et al., 2002; Sollner et al., 1993). Consistent with YTH data
presented above, the Pep27 region of the coiled-coil domain of GBR2 was sufficient to
sustain NSF binding as shown by the efficient pull-down of NSF by a GST-Pep27 fusion
protein (Fig. 2C). Interestingly, the Pep27 was as efficient as a previously described 10 amino
acid peptide corresponding to the NSF binding site on GluR2 (Pep2m) (Lee et al., 2002;
Nishimune et al., 1998; Osten et al., 1998; Song et al., 1998). In contrast to the results
obtained in the YTH experiments, however, the binding of NSF was not found to be restricted
to the GBR2 c-tail, and the full length GBRI c-tail (***I-’°'K) fused to GST also bound
selectively to NSF, reaching binding levels comparable to those detected with the GBR2 c-tail
(Fig. 2D).,

Such partial discrepancy between YTH and GST pull-down experiments is not
unusual, nevertheless, to clarify whether the GBR1 could truly interact with NSF and to
confirm that the interaction between GBR2 and endogenous NSF can occur in living cells,
immunoprecipitations were performed in CHO cells. Immunoprecipitating the GBR1 or
GBR2 from cell expressing each of the receptor individually led to the co-sedimentation of
NSF (Fig. 3A-B). In the reverse configuration, NSF immunoisolation revealed that the
ATPase bound to two molecular species of GBR2 (Fig. 3B), corresponding to the ER-
localized core-glycosylated precursor (~100kDa) and fully processed (~120kDa) forms of the
receptor (Supplementary data, Fig. S1). NSF interaction with these two GBR2 populations
suggests that the ATPase binds to distinct GBR2 species along the maturation path from the
ER to the plasma membrane. In the case of GBR1, which cannot reach the cell surface and is
retained in the ER when expressed alone (Couve et al., 1998), co-immunoprecipitation with
NSF implies that the interaction between these two molecules occurs in the ER. Taken

together, these data may indicate that, as has been previously suggested for other plasma
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membrane protein (Hanley et al., 2002; Noel et al., 1999; Shi et al., 2001; Cong et al., 2001),
NSF could be involved in the transport of GBR to the cell surface.

In agreement with the importance of the nucleotide binding state of NSF found in the
GST-pull-down experiments, the functionality of the NSF ATPase was found to be essential
for its interaction with both GBR1 and GBR?2 since a treatment with the alkylating agent, N-
ethylmaleimide (NEM, ImM for Smin at 37°C), inhibited their co-immunoprecipitation with

NSF (data not shown).

The active form of the GBR associates with NSF

To determine if, in addition to its ability to interact with each receptor subtype
individually, NSF can also bind to the functional GBR1/GBR2 heterodimer, we compared the
amount of NSF co-immunoprecipitated with GBR1 in cells expressing or not the GBR2
subtype. Equivalent amount of NSF were recovered in both conditions (Fig. 3C: lanes 5 and
6), suggesting that GBR1/GBR2 heterodimerization did not interfere with the NSF/GBR1
interaction. To confirm the existence of a NSF/GBR1/GBR2 ternary complex, we took
advantage of the fact that GBR1 can be trafficked to the cell surface only in association with
GBR2 (White et al., 1998). Hence, co-sedimentation of NSF following cell surface
immunoprecipitation of GBR1 would indicate that at least part of the GBR interacting with
NSF correspond to the GBR1/GBR2 heterodimer. As shown in figure 3C (lanes 7 and 8), both
NSF and GBR2 were co-precipitated with cell surface GBR1, suggesting the binding of the
GBR active population to NSF. The occurrence of such an interaction between the functional
heterodimer and NSF was also confirmed in vivo. Indeed, mass spectrometry analysis of the
protein complex co-sedimented with GBR1 following its immunoprecipitation from rat brain

synaptosome extracts revealed the presence of NSF (Supplementary data, Table 1).
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To confirm the specificity of interaction between NSF and GBR, we assessed the
ability of the Pep27 peptide to inhibit the association of NSF to GBR2 in cell co-expressing
GBR1 and GBR2. For this purpose, we inserted a HIV TAT sequence (that allows the
diffusion of the hybrid protein through the plasma membrane; (Becker-Hapak et al., 2001))
attached to a HA epitope within the GST-Pep27 protein in order to generate a GST-TAT-HA-
Pep27 (TAT-Pep27) fusion protein. The ability of this peptide to penetrate plasma membrane
was confirmed by immunofluorescence using an anti-HA antibody (data not shown). As
expected for a specific interaction, treatment performed with the TAT-Pep27 abolished the
NSF/receptor association (Fig. 3D) whereas a treatment with a GST-TAT-HA-random
sequence peptide (TAT-RSP) had no effect. Interestingly a GST-TAT-HA-Pep2m protein also
impaired NSF co-precipitation with the receptor, indicating that GluR2- and GBR2-derived
peptides share a unique binding site on NSF.

Classically, NSF is described as a soluble cytoplasmic protein (Morgan et al. 2004).
To further document a possible interaction between GBR and NSF at the cell surface, their
co-localization was assessed using confocal immunofluorescence microscopy. For this
purpose, cells expressing GBR1 and GBR2 (Fig. 4A) were first labeled using antibodies
directed against the N-terminal epitopes displayed by each of the receptor (myc for GBRI
(panel a) and HA for GBR2 (panel b)). Following extensive washing, cells were then
permeabilized and NSF labeled with a specific antibody (panel c¢). As can be seen in the
overlay panels d, e and f, both GBR1 and GBR2 (that were as well co-localizing; panel d) are
detected in close apposition with NSF at the plasma membrane as illustrated by the co-
localization signal in magenta (panel e) and yellow (panel f) respectively. Similar results were
obtained using green fluorescent protein-tagged-NSF (avoiding the need for permeabilization)
indicating that the co-localization between NSF and both receptors did not result from a

permeabilization artifact (data not shown). This co-localization did not result from a massive
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redistribution of NSF upon expression of the GBR since the extent of co-localization between
NSF and GFP-GRKS, a protein that is constitutively associated to the plasma membrane
(Thiyagarajan et al., 2004), was not noticeably affected by the presence of GBR1 and GBR2
(supplementary figure 2). This indicates that the association between NSF and GBR may

occur in specialized domains of the plasma membrane.

To confirm that co-localization of GBR and NSF can occur in native tissue, we
examined the sub-cellular localization of GBR2 and NSF in primary cultures of rat brain
cortical neurons. Co-localized immunoreactivity for GBR2 and NSF was observed in both
neuronal cell bodies (Fig. 4B, panels a-f) and dendritic extensions (Fig. 4B, panels a-1) where
they display a punctuated labeling pattern (white arrows). This is reminiscent of the co-
localization between NSF and GluR2 AMPA receptor previously observed at the synaptic

junctions of hippocampal neurons (Song et al., 1998).

GBR activation destabilize the NSF/heterodimer complex

Since NSF was found to bind to the GBR1/GBR2 heterodimer at the cell surface, we
wondered if activation of the receptor could modulate this association. As shown in Fig. 5A,
stimulation with GABA promoted the disruption of the ternary complex, as indicated by the
time-dependent decrease in the amount of NSF co-immunoprecipitated with GBR1. This
effect of GABA was mimicked by the selective GBR agonist, baclofen, (Fig. 5B). The
pharmacological selectivity of the GABA action is further supported by the observation that
the level of co-immunoprecipitated NSF with GBR2 expressed alone (the subunit that does
not bind agonists) was insensitive to agonist pre-incubation (Fig. 5C). In contrast, the agonist
effect was recovered when GBR2 was expressed with GBR1 (the subunit harboring the
GABA/baclofen binding site) (Fig. 5C). Interestingly, similar results were obtained whether

GBR2 was co-expressed with GBR1a or GBR1b, two common splice variants of GBRI1. In
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addition to confirm that NSF is associated with the functional GBR1/GBR2 heterodimer at the
cell surface where GABA can act, these results laid the foundation to explore the potential

functional implications of this interaction.

Preventing NSF binding preserves the GBR/G protein coupling following chronic
stimulation

The observation that NSF is released from the GBR complex following stimulation
lead us to test whether NSF could be implicated in the regulation of the GABA-mediated G
protein activation. Given the ability of native GBR to interact with NSF in rat brain,
quantification of the receptor-promoted GDP/GTP exchange was assessed by GTPy[>’S]
binding assays in both CHO cells and hippocampus slices (a tissue known to endogenously
express functional GBR (Lopez-Bendito et al., 2004). Treatment of hippocampus slices with
TAT-Pep27 (to impair the GBR/NSF interaction) or the corresponding TAT-RSP control
protein did not alter the ability of the receptor to promote GTPyS® binding. Indeed, the
peptides were without effect on either the baclofen maximal efficacy or EC50 to stimulate
GTPyS® binding (Table 1). Previous studies demonstrated that the G protein coupling activity
of the GBR wanes over time following sustained agonist stimulation in CHO cells,
cerebellum granular cells, and rat hippocampus slices (Perroy et al., 2003; Couve et al., 2002;
Gonzalez-Maeso et al., 2003; Tosetti et al., 2004). Consistent with these findings, we
observed that a 30 min pre-stimulation with GABA led to a 36 + 2 % reduction of the
maximal baclofen-stimulated GTPyS binding (Fig. 6A-B) in hippocampus slices. Treatment
with TAT-Pep27 completely blocked this GABA-promoted desensitization (-3 + 9%) whereas
TAT-RSP was without effect (45 = 5%; Fig. 6A-B). These results that indicate a role of NSF
in the agonist-promoted desensitization of GBR in hippocampus, were recapitulated in CHO
cells (Fig. 6C) where the 39 + 8% desensitization promoted by a 30 min pretreatment with

GABA was also blocked by TAT-Pep27 (8 + 4%). Because NSF was previously implicated
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in the membrane sorting of GluR2 and B2AR (Hanley et al., 2002; Noel et al., 1999; Shi et al.,
2001; Cong et al., 2001), we assessed whether receptor pre-stimulation with GABA affected
cell surface expression of GBRI or GBR2 in these cells. As recently reported in
hippocampus neurons (Fairfax et al., 2004), ELISA analysis revealed that the cell surface
receptor density was very stable in the continuous presence of its ligand (Supplementary data,
Fig. S2). NSF, however, has previously been shown to modulate both forward trafficking and
endocytosis of membrane proteins (Hanley et al., 2002; Noel et al., 1999; Shi et al., 2001;
Cong et al., 2001). Therefore, since NSF was found to interact with GBR immature species,
one cannot formally exclude the possibility that NSF affects both endocytosis and insertion of
de novo synthesized receptors such that the steady state concentration of GBR at the cell
surface remained unaffected. This is however unlikely given the lack of surface labeled GBR
internalization following a 30 minutes agonist stimulation in CHO cells (data not shown); a
behavior also observed in HEK293 cells (Perroy et al., 2003) COS cells and hippocampus
primary neuron cultures (Fairfax et al., 2004). It follows that in absence of agonist-promoted
internalization, insertion of de novo synthesized receptors would have led to an increase in the
steady state receptor level detected by ELISA. Since this was not the case, the above results
suggest that the role that NSF could play in forward trafficking of GBR probably does not

impact on the short-term events contributing to the process of rapid desensitization.

The agonist-promoted desensitization of GBR is a PKC dependent mechanism

Given the proposed role of PKC in the regulation of GBR signaling efficacy in rat
hippocampus (Dutar and Nicoll, 1988; Thompson and Gahwiler, 1992; Tosetti et al., 2004),
we investigated the potential contribution of this kinase in the NSF-mediated desensitization
of the receptor in CHO cells. First, we investigated the ability of GABA to promote plasma
membrane translocation of PKC in cells expressing a GFP-tagged PKCa (GFP-PKC)

construct. In agreement with what was previously observed in hippocampal neurons
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(Tremblay et al., 1995), treatment with GABA induced the recruitment of GFP-PKC protein
to the plasma membrane (Fig. 7A) reaching its maximum at 5 min. This recruitment was
comparable to the one promoted by a diterpene molecule directly activating PKC (Blumberg,
1991), the phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Inhibiting PKC activation with GFX
completely blocked the GABA-promoted attenuation of the baclofen-stimulated GTPyS35
binding (Fig. 7B) suggesting a role for this protein in the desensitization process. Consistent
with such a role, direct PKC activation with PMA reduced the maximal baclofen response by
48+3%, thus mimicking the desensitizing effects of GABA (40 +£3%; Fig. 7B). Also
consistent with a role for PKC is the observation that the GABA-promoted phosphorylation of
GBRI1 (154 + 9%; Fig. 7C) and GBR2 (data not shown) was blocked by GFX whereas PMA
strongly stimulated it (278 £+ 19%). Interestingly, the recruitment of PKC occurred
concomitantly with the release of NSF from the receptor (50% of NSF being released from
GBR following 5 min of stimulation a time at which the recruitment of PKC is maximal; Fig.
5) thus suggesting that these two events act in a coordinated fashion to promote the agonist-

mediated desensitization of GBR.

NSF primes GBR for its PKC dependant desensitization

To further explore the link between PKC and NSF in the agonist-promoted
desensitization process, we assessed the influence of the NSF/GBR interaction blocking
peptide, TAT-Pep27, on the GABA-promoted recruitment of PKC and the ensuing
phosphorylation of GBR. As observed in Fig. 8A-B, pretreatment with TAT-Pep27,
completely abolished the GABA-induced recruitment of GFP-PKC to the plasma membrane.
Consistent with these results, TAT-Pep27 also prevented the agonist-dependant increase in

GBR phosphorylation (Fig. 8C-D). Overall, these results indicate that the binding of NSF to
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the heterodimeric receptor is critical to the PKC-mediated processes involved in the blunting

of GBR signaling efficacy.

PKC induces the dissociation of NSF from the activated GBR

Since we previously observed that NSF dissociates from the receptor following
agonist stimulation, we assessed the role of PKC in this process. As shown in figure 10, GFX
strongly inhibited the disruption of the NSF/receptor complex that follows the activation of
the receptor. These results indicate that the GABA-stimulated dissociation of NSF from the
receptor involves PKC activation. Consistent with such a role for PKC is the observation that

PMA treatment was sufficient to promote NSF release (Fig. 9).
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Discussion

In the present study, we showed that the interaction between NSF and GBR regulates
the signaling efficacy of this heterodimeric receptor through a mechanism involving PKC
activation.

NSF was found to interact directly with both GBR1 and GBR2 in a non-competitive
manner as illustrated by the fact that binding of the ATPase to a given subunit was not
inhibited by the co-expression of the other. This contrasts with other proteins such as 14-3-3
(Couve et al., 2001), CREB2 (White et al., 2000) and Marlin-1 (Couve et al., 2004) that were
found to interact only with GBR1 and to compete for the GBR1-GBR2 interaction. The
concomitant interaction of NSF with both GBR1 and GBR2 reflects its ability to interact with
the functional receptor expressed at the cell surface as illustrated by the regulation of the
interaction upon receptor agonist stimulation. As previously reported for the NSF/GluR2
interaction (Hanley et al., 2002), a peptide corresponding to the interacting domain of the
receptor with NSF was sufficient to block the interaction. Interestingly, peptides derived from
both GluR2 (Pep2m) and GBR2 (Pep27) subunits inhibited the association of NSF to GBR.
This indicates that these peptides share a unique binding site on NSF that may represent a
common interaction domain for GBR and GluR2 subunits.

Also reminiscent of the GIuR2/NSF interaction, the nucleotide binding status of NSF
was found to regulate its interaction with the GBR subunits. This is important when
considering that the classical functions of the ATPase are dictated by its nucleotide binding
state and its ATPase activity. For instance, NSF-promoted SNARE complex uncoiling
involved in membrane fusion events requires ATP hydrolysis that leads to the dissociation of
the ADP-bound NSF from its substrate (Sollner et al., 1993). Interestingly, GBR stimulation
led to a reduction of its co-immunoprecipitation with NSF, indicative of an agonist-promoted

dissociation of the enzyme. Since NSF interacts within the coiled-coil region of GBR2, it is
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tempting to draw a parallel with the typical uncoiling action of NSF and propose that the
ATPase regulates the association of the GBR subunit carboxyl-tails. However, an uncoiling of
the GBR c-tails alone would not be sufficient to explain the NSF-mediated agonist-promoted
reduction in signaling efficacy. Indeed, it was previously shown that the entire deletion of the
GBR coiled-coil domain does not affect the receptor activity (Grunewald et al., 2002;
Margeta-Mitrovic et al., 2001). Thus, an additional factor needs to be invoked to explain how
NSF contributes to the desensitization of GBR. Overall, our data suggest that this additional

factor could be PKC.

Consistent with this hypothesis, inhibition of the NSF/GBR interaction by TAT-Pep27
blocked both PKC recruitment and GBR phosphorylation, as well as the agonist-promoted
desensitization. Taken with the observation that that PMA-mediated activation of PKC
promoted both GBR phosphorylation and its functional uncoupling from the G protein and
that inhibiting PKC with GFX prevented desensitization, these data clearly support the
existence of a coordinated role of NSF and PKC in the regulation of GBR activity. Since
PKC- dependant phosphorylation of NSF regulates the ATPase function (Matveeva et al.,
2001), a role of NSF phosphorylation in the regulation of GBR cannot be excluded. This is,
however, unlikely since no change in the NSF phosphorylation state was observed following
GBR stimulation or PMA treatment (data not shown).

The coordinated action of NSF and PKC in the regulation of GBR activity is further
supported by the observation that the agonist-promoted release of NSF from the receptor
requires PKC activation and that PMA treatment is sufficient to induce the dissociation of the
ATPase. In such a scenario, the pre-association of NSF with GBR could be seen, as a priming
event required for the engagement of PKC that in turns would promote receptor

desensitization and favor NSF release thus terminating the regulatory cycle.
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A functional interaction between PKC and NSF also emerged from several studies on
the regulation of ionotropic GluR2-containing AMPA receptor. In this case, however, NSF
was shown to stabilize the receptor at the synaptic membrane and to prevent its removal by a
combined action of PKC and the protein interacting with C kinase (PICK-1) (Hanley et al.,
2002; Perez et al., 2001) thus preventing the occurrence of long term depression. In this
scenario, NSF has been proposed to modulate both the incorporation and the lateral diffusion
of GluR2 in the plasma membrane (Steinberg et al., 2004). Given that GBR activation does
not promote endocytosis and does not affect steady-state receptor density at the cell surface,
the role of NSF in GBR desensitization does not appear to involve removal or insertion of
receptor from the plasma membrane. Therefore, the hypothesized role of NSF in membrane
protein lateral diffusion may be a more appealing mechanism to explain the regulatory
influence of NSF on GBR function especially when considering the localization of GBR in
raft microdomain and its potential role in the control of receptor signaling activity (Becher et

al., 2004).

Taken together, our results demonstrate the existence of a concerted regulation of
GBR signaling efficacy involving both NSF and PKC. Based on our observations, we propose
a model whereby the pre-association of NSF with the receptor is a prerequisite for the
occurrence of the PKC-promoted desensitization (Fig. 10). In the absence of GBR/NSF
interaction (ex: in the presence of TAT-Pep27), GBR stimulation fails to promote PKC
recruitment and phosphorylation of the receptor that becomes refractory to desensitization
(Fig. 10a). In contrast, pre-association of NSF primes the receptor such that agonist
stimulation results in the recruitment of PKC and the ensuing phosphorylation of GBR
leading to agonist-promoted desensitization (Fig. 10b). In addition to promote desensitization,

PKC also terminates the regulatory process by favoring NSF dissociation from the
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heterodimer (Fig 10c). Although the precise mechanism by which NSF/GBR association
primes the desensitization process cannot be firmly established, two non-mutually exclusive
mechanisms can be imagined: 1) through its uncoiling activity, NSF could unmask
phosphorylation sites that are implicated in desensitization, 2) The presence of NSF could
favor the engagement of a signaling pathway required for PKC activation. Also remaining to
be established is whether NSF dissociation occurs before or after the completion of the PKC-

dependent desensitization and/or contributes to the regulation of signaling efficacy.

The role of NSF and PKC in the desensitization of GBR should also be placed in the
context of other mechanisms that have been shown to contribute to this process. For instance,
a phosphorylation-independent contribution of GRK-4 (Perroy et al. 2003) as well as a
negative influence of PKA-mediated phosphorylation of GBR (Couve et al, 2002) on its
desensitization have been reported. The relative contribution of these various mechanisms
most likely depends on the relative expression levels of the different regulatory proteins.
Noticeably, no GRK-4 expression could be detected in CHO cells suggesting that the
NSF/PKC may represent the dominant mechanism in theses cells. This process also appear to
be relevant for GBR desensitization in at least some native tissues since the NSF blocking
peptide TAT-Pep-27 abolished agonist-promoted desensitization in hippocampus slices.
Interestingly, the GBR desensitization previously observed in rat hippocampus slices was
shown to concern pre-synaptic GBR that regulate neurotransmitter release (Tossetti et al,
2004). Taken with the role of both NSF and PKC in the regulation of synaptic exocytosis
(Lin and Scheller, 2000; Barclay et al, 2003), our demonstration of their implication in GBR
desensitization raises the intriguing possibility of the existence of an integrated process

controlling the GBR-mediated inhibition of neurotransmitter release.
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Materials and methods

A detailed description of the different materials and plasmids used in this manuscript may be

found in supplementary information.

YTH

This protocol has already been described (White et al., 2000) but a detailed description can be

found in supplementary information.

In vitro protein interaction assay

Protocols used to purify the different proteins used in this assay are detailed in the
supplementary methods appended to this manuscript. All experiments were performed
essentially as previously described (Hanley et al., 2002). Detailed protocol can be found in

supplementary information.

Cell culture and rat hippocampal slices preparation

CHO cells stably expressing either myc-GBR1b, HA-GBR2, GBR1a/GBR2 (these cells have
been described previously (White et al., 2000)), or myc-GBR1b/HA-GBR2 were maintained
in F12/DMEM media containing 10% foetal bovin serum, 2 mM L-glutamine and 250ug/mL
G418. In the case of the myc-GBR1b/HA-GBR?2 cell line, 5pg/mL puromycine was added to
the media. Before experiments, cells were cultured in media without antibiotics for 48h.
Transfections were performed with the indicated plasmid using Fugene 6 following
manufacturer’s instructions.

Primary rat brain cortical cells were plated onto glass coverslips for 17-21 days and then
prepared for immunocytochemistry as described previously (Almeida et al., 2001).

In order to isolate hippocampus, a Sprague-Dawley rat (P14-P15) was anesthetized with

halothane (MTC Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario, Canada) and sacrificed by

92



decapitation. The brain was then quickly removed and placed in artificial cerebrospinal fluid
(ACSF) solution gassed with 95% O, and 5% CO,. Coranal slices (350 um) were then cut in
room temperature ACSF solution containing (in mM): NaCl (126), KCI (3.5), MgCl, (1.3),
CaCl, (2), NaHPOy4 (1.2), glucose (11), NaHCO; (26), pH 7.35, 300 mOsm with a Leica
VT1000S vibratome (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). Hippocampus were

isolated from slice in oxygenated ACSF and treatments were performed as described below.

Cell treatments

All treatments were performed at 37°C on intact hippocampal slices or CHO cells.
Pre-stimulations of cells with ImM GABA or 0.ImM Baclofen were performed for 30min
when not specified and for the indicated time. In order to demonstrate the role of PKC, cells
were incubated with vehicle or 0.5uM GFX for 30min prior to the pre-stimulation with
GABA or with 1puM PMA for 10min. Finally, to inhibit NSF/GBR interaction, cells were
incubated with 400nM GST-TAT-Pep27 or 800nM —Pep2m hybrid proteins, for 1h before any
treatment. Treatment with the control GST-TAT-RSP protein was performed at 800nM for

lh.

Immunoprecipitation

Every step was performed on ice. Cells were washed twice with PBS, harvested and
centrifuged at 800g. Cells were solubilized in TNTO buffer (50mM Tris-HCI pH7.4 at 4°C,
150mM NaCl, 1% TritonX100, 60mM B-octylglucopyranoside, ImM DTT, 5 mg/ml
leupeptine, 5 mg/ml soybean trypsin inhibitor and 10 mg/ml benzamidine), under rocking for
1h. Nuclei were removed from lysate by centrifugation for 15min at 12000g and supernatant
was then submitted to another centrifugation step at 150000g for 1h to pellet non-solubilized
products. Img/mL of cell lysate was incubated with the indicated antibody, 0.1% BSA and

protein G-sepharose beads over night under agitation. Immune complexes were pelleted by a
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short centrifugation at 12000g and wash three times in TNTO buffer containing 350mM
NaCl. Immunoprecipitated proteins were eluted at 50°C for 30min in 40puL of SDS-PAGE
loading buffer containing S0mM DTT. Proteins were then submitted to western blot analysis.
A complete description of this last procedure may be found in supplementary methods.

In the case of phosphorylation assay, cells were lysed for 30min on ice in RIPA buffer (50
mM TrisHCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 2.5 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate,
1 mM DTT, 1% SDS, 5 mg/ml leupeptine, 5 mg/ml soybean trypsin inhibitor and 10 mg/ml
benzamidine) containing 0.2 mM sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride and 10 mM
sodium phosphate. Lysates were centrifuged for 15min at 15000g and incubated overnight in

RIPA buffer as described previously.

Whole-cell phosphorylation

Protocol has already been described (Perroy et al., 2003), but the detailed protocol can be

found in supplementary information.

[¥°S] GTPyS binding assay

Membranes from CHO stably transfected with GBR1a/GBR2 or hippocampus slices were
prepared as already described (Perroy et al., 2003) (See also supplementary information). The
membrane pellets were resuspended in assay buffer [SO mM HEPES pH 7.4, 200 mM NaCl, 1
mM EDTA, 5 mM MgCl,, | mM DTT, 15 mM GDP and 0.5% BSA]. Membranes (20 pg of
protein per assay) were then incubated in 300 pM [*>S]GTPyS (1250 Ci/mmol) in the presence
of 10 M baclofen for 60 min at 25°C. Binding was terminated by rapid filtration over GF/B
filters using a cell harvester. Filters were washed three times in 50 mM Tris pH 7.4 containing

50 mM NaCl and 5 mM MgCl2, and counted.
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Immunofluorescence

The protocol is described in detailed in the supplementary information section.

Mathematical and statistical analysis

For GTPyS binding, dose response curve experiments were analysed by non-linear regression
using Prism program (GraphPad software, San Diego, CA) (Fig. 6A). For other GTPyS
binding studies, basal GTPyS binding obtained without stimulation was subtracted to the
maximal GTPyS binding obtained in presence of 0.1mM baclofen. Every conditions were
expressed in percentage of the corresponding control condition. The statistical significance of
results obtained in GTPyS binding or in the case of co-immunoprecipitation experiments was
determined using a one-way ANOVA analysis followed by a Bonferroni's multiple
comparison test. Statistical significance between the control condition and the condition of

interest are represented as follow: * when p<0.05, ** when p<0.01 and *** when p<0.001.
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Tables and figures

Table 1. Functional characterization of native hippocampal GBR following treatment
with TAT-peptides

Rat hippocampus slices were treated for 1h with the indicated TAT-peptide and baclofen-
stimulated [*>S]JGTPyS binding was measured in membranes derived from these slices
expressing native GBR. The results were expressed in percentage of the vehicle condition for
basal and maximal GTPyS binding. EC50 was derived from dose response curves. These

results are the mean + SEM of three independent experiments performed in triplicate.

Condition Basal GTPyS™ binding Maximal GTPyS® binding EC50 , R2
(% of control) (% of control) M)

Vehicle 100 99,96+7 2.4810° 3 0,909

RSP 105,9+8,7 85,4946 2.0310° 3 0,909

Pep27 103,5+18,5 95,94+9,8 1310° 3 0,857

Figure 1. Interaction between NSF and GBR c-termini assessed in yeast two hybrid
system. GBR c-termini (see schematic representation) were used as bait in a yeast two hybrid
screen testing a human brain cDNA library. NSF was one of the positive clones obtained with
the GBR2 c-terminus. To delineate the GBR2 minimal region of interaction with NSF, two

hybrid assay was performed between the indicated GBR2 c-tail mutants (see table) and NSF.

B-Gal activity is determined (+/-) for each construct.

Figure 2. Influence of the ATPase state of NSF on its direct interaction with GBR c-
termini. For all experiments, purified Hise-NSF was incubated with GST or GST-hybrid
proteins, under the indicated nucleotide and ionic conditions. Bound NSF was revealed by

western blot analysis. In (A) GST pull down assay was performed with increasing amount of

Hisg-NSF and GST or GST-GBR2ct recombinant proteins in the presence of ATPyS and
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MgClL. (B) The binding of 50nM NSF to GST or GST-GBR2ct was assessed under the
indicated nucleotide and ionic conditions. (C) GST-pep27, GST-pep2m or GST-RSP (random
sequence peptide) were incubated with 50nM NSF in the presence of ATP, MgCl, and EDTA.
(D) GST-GBR1ct and GST-GBR2ct were incubated with 50nM NSF in the presence of ATP,
MgCl, and EDTA. In all cases, results are representative of two to three independent

experiments.

Figure 3. Association of NSF with the functional GBR heterodimer

Immunoprecipitations were performed on lysates from control CHO (Mock) or CHO cells
stably expressing myc-GBR1b (GBR1, A), HA-GBR2 (GBR2, B), using either 9E10 anti-
myc, anti-GBR2 or mouse anti-NSF antibodies. The presence of endogenous NSF or of
receptors was confirmed by western blot analysis using either 3F10 anti-myc, anti-GBR2 or
rabbit anti-NSF antibodies. (C) CHO cells were transiently transfected with indicated
plasmids. Cell lysates were then immunoprecipitated with 9E10 anti-myc antibody. For
surface immunoprecipitation, attached cells were labeled with 9E10 anti-myc antibody before
cell lysis. (D) GST-TAT hybrid proteins fused to the indicated peptide (see schematic
representation) were used in order to inhibit the NSF/heterodimer interaction in CHO cells
stably expressing or not (Mock) myc-GBR1b/HA-GBR2. NSF/receptor complexes were

immunoprecipitated with an anti-GBR2 antibody.

Figure 4. NSF co-localizes with both GBR subunits at the plasma membrane

(A) CHO cells stably expressing myc-GBR1b/HA-GBR2 were used. myc-GBR1b, GBR2
and NSF were respectively labeled for immunofluorescence experiments with the secondary
antibodies coupled to respectively Alexa633 (Blue) (a), Oregon green (b) and Texas red (c)
fluorophore respectively. GBR1 and GBR2 were surface labeled prior to cell fixation and

permeabilization was then done in order to mark NSF. Overlay panels (d, e and f) correspond
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to the superposition of the a-b and a-c and b-c images, respectively. (B) GBR2 (green, a, d
and g) and NSF (red, b, e and h) co-localizations (c, f and i) were determined in primary
cultures of cortical neurons. Arrows indicate synaptic structures where both proteins are co-

localized. White bars represent the scale of the image (20um).

Figure 5. GABA stimulation disrupts the NSF/GBR complex.

(A) CHO cells stably expressing HA-GBR2 were transfected or not with myc-GBR1b and
were treated with GABA for the indicated times. Following immunoprecipitation with 9E10
anti-myc, the amount of precipitated NSF was revealed by western blot and quantified (bar
graph). These results represent the means + SEM of three to five experiments performed
independently. (B) cells were treated either with ImM GABA or 0.1mM Baclofen for 30min.
In (C) control CHO cells (-) or CHO cells stably expressing HA-GBR2 alone (GBR2),
GBR1a/GBR2 or myc-GBR1b/HA-GBR2 (GBR1b/GBR2) were used and treated or not with
GABA 1mM for 30min. GBR2 was immunoprecipitated and the presence of endogenous NSF

and both receptors revealed by western blot.

Figure 6. Preventing NSF binding preserves GBR activity following GABA pre-
stimulation

Maximal baclofen-stimulated [*>S]JGTPyS binding was measured in membranes derived from
hippocampal slices expressing native GBR. (A) Hippocampus slices were treated for 1h with
the indicated TAT-peptide and then with baclofen (empty square) or not (full square) for an
additional 30min. Curves represent the specific GTPyS binding obtained for increasing
amount of baclofen. (B,C) Comparison of the maximal baclofen induced GTPyS binding
detected following baclofen prestimulation depending on the TAT-peptide used on

hippocampal slices (B). (C) Similar experiments were performed in CHO cells expressing
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stably GBR1a and GBR2. The 30min stimulation were however performed with GABA in

this case.

Figure 7. PKC is implicated in the desensitization process of the GABAg receptor

(A) CHO cells stably expressing GBR1a/GBR2 were transiently transfected with GFP-PKCa
construct. Cells were treated as indicated prior to their fixation and PKC localization was
visualized by confocal microscopy. These results are representative of two independent
experiments. (B) Maximal baclofen-stimulated [3SS]GTPVS binding was measured in
membranes derived from CHO cells stably expressing GBR1a/GBR2. The effect of agonist
pre-stimulation on the activity of the receptor was measured in absence or presence of 0.5uM
GFX and compared to the one induced by phorbol ester treatment. These results represent the
mean + SEM of three independent experiments. (C, D) CHO cells stably expressing myc-
GBRI1b/HA-GBR2 were labeled with [*’P]Pi. GBR1 was immunoprecipitated (9E10 anti-
myc) and phosphorylation signal was analysed by autoradiography. Bands corresponding to
the GBR1 monomer (mature and immature species) and homodimer were indicated by (*),
GBR2 monomer by (#) and GBR1/GBR2 heterodimer by (§). Results were normalized by
quantifying (western blot) the amount of precipitated receptor in each condition. Histograms

represent the mean + SEM of five independant experiments.

Figure 8. GBR/NSF interaction is essential to PKC recruitment and GBR
phosphorylation upon agonist stimulation

(A,B) CHO cells stably expressing GBR1a/GBR2 were transiently transfected with GFP-
PKCa construct. Cells were treated as indicated prior to their fixation and PKC localization
was visualized by confocal microscopy. (B) The histogram represents the percentage of cells
displaying membrane PKC recrutment in each condition of treatment and is the result of two

independent experiences. In each experience, an average of thirty cells was considered per
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condition. (C,D) CHO cells stably expressing myc-GBR1b/HA-GBR2 were labeled with
[**P]Pi and treated as indicated. GBR1 was immunoprecipitated (9E10 anti-myc) and
phosphorylation signal was analysed by autoradiography. Histograms represent the mean +

SEM of four independant experiments.

Figure 9. PKC modulates the NSF/GABAg receptor interaction.

(A) Cells stably expressing HA-GBR2 and transiently transfected or not with myc-GBR1b
were used. Following treatments to modulate receptor and/or PKC activities,
immunoprecipitation with 9E10 anti-myc antibody was performed and the presence of
endogenous NSF was revealed by western blot and quantified (bar graph, B). These results

represent the mean £ SEM of three independent experiments.

Figure 10. Model of the regulation of signaling efficacy by a concerted action of NSF
and PKC. Step a) when NSF is dissociated from the GBR heterodimer by a treatment with
TAT-Pep27, the receptor becomes refractory to a subsequent desensitization induced by the
presence of GABA. Step b) the GBR/NSF ternary complex primes the receptor to a PKC
mediated desensitization process that leads to the receptor phosphorylation. Step ¢) PKC

terminates the process by favoring NSF dissociation from the heterodimer.

108



Supplementary informations

Material and methods

Materials

All reagent for cell culturing (Fetal bovin serum, G418, glutamine, F12/DMEM media and
antibiotics) were purchased from Wisent. Different antibodies have been used in this study:
mouse 9E10 anti-myc or 12Ca5 anti-HA antibodies (house made), rat 3F10 anti-myc antibody
(Roche), anti-NSF antibodies from both rabbit (Calbiochem) and mouse (Boehringer) and
finally anti-GBR2 and anti-GBR1 polyclonal antibodies were both made by GSK and
generated in rabbit and in sheep respectively. For Western blot analysis, secondary mouse
anti-sheep (SIGMA) and goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies (Amersham) conjugated to
the horseradish peroxydase were used. For immunofluorescence, secondary goat anti-rat, anti-
rabbit or anti-mouse antibodies coupled respectively to Alexa 488, Alexa568, Alexa633,
Texas Red or Oregon green were used (all from Molecular Probes). GF109203X (GFX) was
purchased from Calbiochem, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), Baclofen and GABA
were obtained from SIGMA. 3-(1-pyridinio)-1-propanesulfonate (NDSB) was obtained from
Fluka. For deglycosylation experiments, EndoH and PNGase F enzymes were supplied by

Roche.

Constructs

For YTH studies, GBR1 and GBR2 c-termini (L***-K”*" and V"*'-L°*") or the indicated GBR2
c-termini mutants were generated and cloned in frame with Gal4 binding domain (GAL4gp).
GALA4p fusions for NSF were expressed in pACT2 (Clontech), either isolated directly from
human brain ¢cDNA library or constructed directly by PCR. Full-length sequence of tagged

myc-GABAg-R1b and HA-GABAgBR2 were inserted into pcDNA3.1(-) as described
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previously (White et al., 1998). To generate double stable cell line with HA-GBR2 and myc-
GBR1b, myc-GBR1b was subcloned into pCMVpuro3 plasmid (Invitrogen) between Nhel
and AflIIl. For Gluthation-S-Transferase (GST) pull down studies, GBR1 and GBR2 c-termini
(containing the residues SOIIL96K and ML respectively) were amplified by PCR and
cloned in frame with GST into pGEX4T2 (Amersham) between EcoRI and Xhol. Hisstagged-
NSF plasmid was constructed by amplifying NSF from YTH template and inserting it into
pQES81 plasmid (Qiagen) between BamHI and Sall; NSF construct was further verified by
sequencing. GST-TAT fusion proteins were generated by inserting synthesized
oligonucleotides coding for the TAT-HA tag between BamHI and EcoRI sites of the
pGEXA4T2 plasmid. Similar method was used to fuse the coding sequence of human GBR2
derived Pep27 (RMKITELDKDLEEVTMQLQDTPEKTTY™?) peptide or rat GIuR2 derived
pep2m (K**RMKVAKNPQ®*”) to either GST-TAT-HA or GST proteins between EcoRI and
Xhol. In each case, the coding sequence of the peptide was flanked with a stop codon. The
random sequence peptide (RSP) contained in GST-RSP or GST-TAT-HA-RSP proteins

corresponds to an eleven amino acid peptide found in pGEX4T2 plasmid after EcoRI site.

YTH

Yeast (Saccharomyces cerevisiae Y 190) expressing either a GAL4gp—GBR1ct or a GAL4pp—
GBR2ct fusion protein were selected and transformed with a human brain Matchmaker cDNA
library (HL4004AH, CLONTECH) to give a 3-fold representation of the library. Interacting
clones were selected with 20 mM 3-amino-1,2,4-triazole (Sigma) followed by production of
[B-galactosidase as determined by a freeze-fracture assay. DNA from positive clones was
recovered from yeast by using the Yeastmaker plasmid isolation kit (CLONTECH), and
transformed into Escherichia coli before sequencing. Direct two-hybrid interactions were

confirmed in Y190 co-transformed with pYTH16, containing the whole c-terminus of GBR1
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or GBR2 or c-terminal fragments of GBR2 fused to GAL4gp, and pACT2, expressing NSF as
GALA4p fusions. Fusion constructs were generated directly through PCR or were retrieved as

isolates from the library screen. Levels of interaction were determined as described before.

Protein purification

All recombinant proteins were expressed in BL21 Rosetta Blue following an induction of 4h.
All purification steps were performed on ice. For His¢-tagged-NSF purification, bacteria were
lysed in 50 mM HEPES/KOH pH 7.6, 250 mM KCI, 2 mM MgCl2, 2 mM ATP, 10%
glycerol, and 0.5 mM DTT by mild sonication as described previously (Hanson et al., 1997).
Insoluble materials were removed by a 30000g centrifugation for 30min and NSF was
precipitated by binding to Ni2+-agarose (Qiagen). Agarose was washed with 50mM Imidazole
and elution was then done with 250mM imidazole. Imidazole was removed on a PD-10
columns (Biorad). The purified ATPase was then quick-frozen in liquid nitrogen.

To purify GST-GBR1ct or GST-GBR2ct, bacteria were harvested and washed in buffer A (25
mM Hepes-KOH (pH 7,4), 200 mM KCI, 2mM MgCl,, 1% Triton-X100, 25 mM DTT and
ImM PMSF). Cells were disrupted by sonication and centrifuged for 30 min at 30000 g. In
the case of GST-GBRIct protein purification, supernatant were incubated with glutathione-
agarose beads (Amersham) during 2h under rocking. Beads are then harvested by
centrifugation, washed in the same buffer and eluted with 20mM Gluthation. Gluthation was
removed on PD-10 column. Since GST-GBR2ct protein displayed insolubility, proteins had to
be extracted from inclusion bodies. To do so, lysate were centrifuged at 30000g for 30 min
and pellet were washed twice in 25 mM Hepes-KOH (pH 7.,4), 200 mM KCl, 1% TritonX-
100, 1 mM DTT, ImM PMSF and solubilized in 25 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 6M
Guanidium-HCI1 for 1h and insoluble material were pelleted for 10 min at 100000 g.

Guanidium solubilized proteins were then quickly diluted in 1M NDSB solution to favor
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folding and incubated for 1h more under rocking. After an O/N dialysis in 25 mM Hepes-
KOH (pH 7,4), 200 mM KCI buffer, properly folded proteins were purified on glutathione-
agarose beads as described previously for GST-GBRI1ct. GST-TAT-peptide proteins were
purified in PBS following manufacturer’s instructions. The level of purity and the amount of
purified proteins were quantified by coumassie blue staining following their resolution on a

SDS-PAGE electrophoresis gel, using increasing amounts of BSA protein as reference.

In vitro binding assay

GST-hybrid proteins (2 pg) were immobilized on glutathione-agarose beads in 25 mM Hepes-
KOH (pH 7,4), 200 mM KCI, 1% TritonX-100, 10% glycerol and 1 mM DTT (buffer A).
Beads were then washed twice with buffer A plus 2 mM ATP, 8 mM MgCl, and § mM
EDTA (buffer B) or 2mM ATPyS and 8mM MgCl, in the presence of 0,2% BSA and
incubated with 50 nM or the indicated amount of NSF for 1h under rocking. After four
washes in buffer B without BSA, bound proteins were eluted with 20 mM glutathione and
detected by western blotting. To determine the effect of the modulation of NSF-ATPase
activity on its binding to GST-fusion proteins, the same procedure was performed in the

presence of the indicated mix of MgCl,, EDTA and nucleotide.

Whole-cell phosphorylation

Following incubation for 60 min in phosphate-free medium containing 1% FCS, cells
expressing myc-GBR1b/HA-GBR2 were incubated for 2 h in phosphate-free medium
containing [**P]Pi (0.25mCi/mL) and treated or not with | mM GABA for 30 min. After
immunoprecipitation, as described previously, precipitated proteins were resolved on SDS-
PAGE, transferred onto nitrocellulose, and [**P] detected by autoradiography using BioMax
MR Kodak Films. Autoradiograms were scan with a 1200ppi resolution then analyzed with

Quantity One BioRad software.
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Membrane preparation for [S*]GTPyS binding

CHO cells or hippocampal tissues were resuspended and lysed under hypotonic conditions
(25 mM TrisHCI pH 7.4, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 5 mg/ml leupeptin, 5 mg/ml soybean
trypsin inhibitor and 10 mg/ml benzamidine) and homogenized with a polytron homogenizer
(Ultra-Turrax; Janke and Kunkel) for 10 s. Homogenates were centrifuged at 500 g for 5 min
at 4°C and the resulting supernatant fraction was centrifuged at 35 000 g for 20 min at 4°C.

Pellet were resuspend in the appropriate GTPyS binding buffer.

Western blot analysis

Protein samples were resolved on SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose and subjected to
immunoblotting using the indicated antibody. The nitrocellulose was then incubated with the
appropriate secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase for 30 min and
developed using the Renaissance chemiluminescence kit (Perkin Elmer). Quantification
analysis were performed in parallel by scanning blots with a 1200ppi resolution or detecting
chemiluminescence directly with phosphoimager device (BioRad). Band intensities were then

quantified with the Quantity One BioRad software.

Immunofluorescence

Appropriate treatment was performed on CHO stably expressing myc-GBR1b/HA-GBR2.
Cells were then washed with cold PBS and fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min,
washed again in PBS and finally incubated in PBS containing 0.25% BSA for 30 min. Surface
labeling were performed by incubating the indicated primary antibody for 30 min followed by
extensive wash in PBS and a permeabilization step with PBS containing 0.15% TritonX100
and 0.25%BSA for 15min. NSF was labeled with the appropriate antibody for another 30min.

Cells were washed in the same buffer and incubated with secondary antibodies coupled to
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fluorescent markers. The samples were analyzed by confocal laser-scanning microscopy
utilizing a Leica TCS SP1 confocal microscope, and co-localisation was performed by overlay
of the images using the Leica Confocal Software LCS (Heidelberg, Germany). Excitation and
emission filters for the different labelled dyes were as follows: YFP (green): lex/4488 nm,
lem'4540/25 nm; Texas red (red): lex¥4568 nm, lem4610/30 nm; Alexa 633 (blue): lex"4633
nm, lem%705/45 nm.

To visualize GBR2 and NSF localizations in primary cultures of neurons, rabbit anti-GBR2
and mouse anti-NSF antibodies were used as well as the secondary antibodies Alexa 488
(lex'4488 nm, lem'540/25 nm) conjugated anti-rabbit and Alexa 568 (lex4568 nm,
lem’2610/30 nm) conjugated anti-mouse. Images were collected using a Zeiss LSM 510

confocal microscope.

Mass spectroscopy analysis of GBR1 associated proteins

Synaptosome membranes (SPM) were prepared from adult Sprague Dawley rat brains and
stored frozen at —70°C until use. The membranes were solubilized in sodium deoxycholate
(1%) in 50mM Tris-HCl pH 8.0 (solubilization buffer) containing protease inhibitors
(Complete EDTA-free Roche Diagnostics) and 10mM iodoacetamide. The detergent to
protein ratio was maintained at 10:1 with 9-10mg of SPM protein being used per isolation.
The membranes were incubated on ice for 30 minutes and centrifuged at 100,000gav for 1
hour. The supernatant from this step was divided into two samples and 5Sug of either normal
sheep IgG or affinity purified anti-GBR1 serum added. The samples were rotated at 4°C for 4-
6 hours before adding 40ul of a 1:1 suspension of protein-G in solubilization buffer. Rotation
was continued overnight and the beads washed three times in solubilization buffer transferred
to a clean eppondorf tube and washed once with 50mM Tris-HCl pH 8.0. Elution was

performed with Novex 2 X SDS-sample buffer (25ul) and heating at 100°C for 2 min.
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The eluates were analysed on 4-12% Bis-Tris Novex gradient polyacrylamide gels using
MOPS running buffer. The gels were stained using Gel Code Blue staining reagent and
destained in distilled water. Slices of decreasing molecular weight were cut from both
the control and specific tracks and analysed by mass spectrometry. None of the proteins
found in the control (normal sheep IgG) track were considered as positive hits, nor were
proteins that appeared only in one isolate. Likewise proteins yielding peptides from gel
positions not corresponding to their normal molecular weight were eliminated from the
analysis, as were those giving only single peptides. Thus positive immunoprecipitating
proteins were those that appeared specifically in two independent immunoprecipitations, that
were isolated from the appropriate molecular weight region of the gel and that yielded more
than 2 peptides.

Biotinylation, streptavidin pull-down and deglycosylation

For surface biotinylation, cells were washed with PBS on ice, and incubated at 4 °C for
30 min in Dulbecco's PBS containing 0.5 mg/ml of sulfo-NHS-biotin under gentle agitation.
Excess biotin was quenched by adding Tris-HCI, pH 7.4, to a final concentration of 50 mM.
Cells were then washed twice with cold Dulbecco's PBS and harvested. Biotinylated cell
surface proteins were isolated using immobilized streptavidin after solubilizing the total
cellular membranes as described for immunoprecipitation in TNTO buffer. 25 pl of resin was
used for 1 mg of solubilized membrane proteins in presence of 0.1% BSA (w/v) for 2 h at
4 °C under rocking. Resin was then washed three times and precipitated proteins were eluted
as described above. For deglycosylation, eluted streptavidin pull downed or
immunoprecipitated proteins were first eluted from the resin in 1% (w/v) SDS, 50 mM sodium
phosphate, pH 7.5 then diluted ten times with 50 mM sodium phosphate, pH 7.5.

Deglycosylation were performed in the appropriate buffer in presence of EndoH or PNGaseF
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at final concentrations of 100 milliunits/ml and 0.001-20 milliunits/ml respectively, over night

at 37°C.
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Table

Table 1. Analyses of GBR1 associated protein complexes by mass spectroscopy
analyses in rat brain

Immunoprecipitation of GBR1 receptor endogenously expressed in rat brain synaptosome
membrane was performed with an anti-GBR1 antibody and the presence of NSF was revealed
by mass spectroscopy analysis (protocol described in supplementary materials and method).
Three independent experiments were performed and NSF peptides found for each of them are

indicated.

Purification Protein Accession N° Peptide sequences

1 NSF P46459 AENSSLNLIGK
DIESMDPSILK
VLDDGELLVQQTK

2 NSF P46459 AESLQVTR
LLDYVPIGPR
VLDDGELLVQQTK

3 NSF P46459 LLDYVPIGPR
[AEESNFPFIK
VLDDGELLVQQTK
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Figure legends

Figure S1. Characterization of GBR2 species expressed in CHO cells

CHO cells stably expressing HA-GBR2 were used. We defined the nature of carbohydrate
modifications of each of GBR2 species detected in these cells by performing some
deglycosylation treatments. Taking advantage of the fact that the lower molecular weight
species (~100kDa) is preferentially recognized by the by anti-HA antibodies, endoglycosidase
H (EndoH) treatments were performed on this species following its immunoprecipitation. The
sensitivity to the EndoH treatment indicated the presence of unprocessed high mannose
oligosaccharides, characteristic of immature glycoproteins, suggesting that the ~100kDa
species represent an ER-localized precursor form of the receptor. In contrast, the higher
molecular weight specie (~120kDa) of GBR2, purified by streptavidin pull down after cell
surface biotinylation, was found to be resistant to EndoH treatment but sensitive to PNGase F
(an enzyme removing all kinds of N-linked oligosaccharides from glycoproteins) indicating
that it corresponds to the fully processed glycosylated form of the receptor. Protocol used to

perform these experiments may be found in supplemental materials and methods.

Figure S2. GBR does not induce a massive change in the NSF cellular distribution

CHO cells expressing or not GBR1a and GBR2 were transfected with a GFP-GRKS plasmid.
The co-localization between endogenous NSF (red) detected with appropriate antibodies and
the GFP-GRKS (green) protein used as a marker of the plasma membrane was assessed by
confocal fluorescence microscopy as described in material and methods. Overlay panels at
different Z position are presented and the regions where co-localization was detected are

enlarged in inset.
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Figure S3. Plasma membrane expression of GBR1 and GBR2 following GABA
treatment

CHO cells stably expressing myc-GBR1b/HA-GBR2 were treated with ImM GABA for the
indicated period. The level of surface expression of each of the receptor was measured using
ELISA assays (performed following SIGMA’s instructions). Black and white bars correspond
to the quantification of GBR1 and GBR2, respectively. These results represent the mean +

SEM of three independent experiments performed in triplicates.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figure 9
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Figure 10
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Article 2

Post-endocytotic deubiquitination and degradation of the GABA g receptor by USP14

Nicolas Lahaie, Michaela Kralikova, Laurent Prézeau, Jaroslav Blahos et Michel Bouvier.

Soumission a Journal of Biological Chemistry, février 2014

Résumé

Les mécanismes controlant la stabilit¢ a la surface cellulaire du récepteur
métabotropique de l’acide y-aminobutyrique (GABAg) sont encore mal compris, car le
récepteur n’est pas sujet a D’internalisation suite a la stimulation par un agoniste, mais est
internalisé¢ de fagon constitutive et est rapidement dégradé. En quéte de nouvelles protéines
d’interaction régulant le destin du récepteur, nous rapportons qu’USP14 (ubiquitin specific
protease 14) interagit directement avec la deuxieme boucle intracellulaire de la sous-unité
GABAg;. Enquétant sur I’ubiquitination du récepteur en utilisant le transfert d’énergie de
résonance par bioluminescence (BRET), nous avons détecté 1’ubiquitination du récepteur a la
membrane plasmique, tant au niveau constitutif qu’en réponse au phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA). Le PMA augmente I’internalisation et accélére la dégradation du récepteur.
Une surexpression d’USP14 diminue 1’'ubiquitination tandis qu’un traitement avec 1’inhibiteur
IUIl augmente I’ubiquitination du récepteur. Un co-traitement avec [’inhibiteur de
I’endocytose Dynasore diminue 1’effet de la surexpression d’USP14 et du traitement avec [U1,
suggérant un site d’action post-endocytosique. La surexpression d’USP14 meéne a une
dégradation accélérée de GABAp qui est indépendante de son activité catalytique. Nous
proposons donc un modele ou I'ubiquitination a la surface cellulaire précede 1’endocytose,
apres quoi USP14 agit comme une protéine de liaison de 1’ubiquitine qui dirige le récepteur

vers la dégradation lysosomale.
Contribution : J’ai contribué a 1’ensemble de la conceptualisation, du design expérimental et

de la génération des résultats, excepté les expériences de Yeast two-hybrid. J’ai écrit le

manuscrit et procédé a I’ensemble du processus de révision.

133



Post-endocytotic deubiquitination and degradation of the GABAg receptor by USP14
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Background : GABAg is constitutively endocytosed and has a short half-life.

Results : The GABAg receptor is constitutively ubiquitinated. PKC promotes uniquitination and
degradation. GABAg is de-ubiquitinated by USP14 following endocytosis.

Conclusion : USP14 promotes the lysosomal degradation of GABA.
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Summary

Mechanisms controlling the metabotropic y-aminobutyric acid receptor (GABAjg) cell surface
stability are still poorly understood, as the receptor is not subject to agonist-promoted
internalization, but is constitutively internalized and rapidly down-regulated. In search of novel
interacting proteins regulating receptor fate, we report that the ubiquitin specific protease 14
(USP14) interacts directly with the GABAg(;, sub-unit’s second intracellular loop. Probing the
receptor for ubiquitination using bioluminescence resonance energy transfer (BRET), we detected
a constitutive and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-induced ubiquitination of the receptor
at the cell surface. PMA increased internalization and accelerated receptor degradation.
Overexpression of USP14 decreased ubiquitination while treatment with small molecule inhibitor
IU1 increased receptor ubiquitination. Co-treatment with internalization inhibitor Dynasore
blunted both USP14 overexpression and [U1 effects, suggesting a post-endocytic site of action.
Overexpression of USP14 led to an accelerated degradation of GABAg in a catalytically
independent fashion, Thus, we propose a model where cell surface ubiquitination precedes
endocytosis, after which USP14 acts as an ubiquitin-binding protein that target ubiquitinated
receptor to lysosomal degradation.
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Introduction

G protein coupled receptors (GPCR) are the largest family of cell-surface proteins in the human
genome, and represent the target of more than 25% of current pharmacological agents.
Regulation of GPCR activity in response to different stimuli provides cells with an important
mechanism to fine tune the response to natural ligands and is thus important to take into account
in drug design and therapeutic regimen. One of the GPCR that undergoes atypical regulation of
its activity is the GABAp receptor, an obligatory hetero-oligomer that is composed of two
different 7TM proteins, GABAg;) and GABAg, that provides the metabotropic response to the
inhibitory neurotransmitter GABA (1).

For most GPCR, desensitization results from agonist-promoted phosphorylation by second
messenger-activated and GPCR kinases (2), leading to Parrestin-promoted uncoupling from the G
protein and endocytosis. In contrast, GABAg receptor stimulation does not promote Parrestin
engagement and receptor endocytosis. While two GRK isforms (GRK4 and GRKS5) (3) have
been proposed to play a role in desensitization, for GRK4, this effect was found to be independent
its kinase activity as its RGS domain alone is sufficient for desensitization of the receptor (4).
Also in contrast with most GPCR, GABAjg activity is not correlated with the overall
phosphorylation state of the receptor. Agonist-promoted protein kinase C (PKC) phosphorylation
decreases receptor activity (5) while phosphorylation by adenosine monophosphate activated-
kinase (AMPK) on GABAg, serine 783 (6) and protein kinase A on GABAg,) serine 893 (7)
have been linked to receptor sensitization and increased effector coupling. Finally, interaction
of the receptor with members of the KCTD (potassium channel tetramerization domain
containing proteins) family can also modulate receptor-effector coupling (8) adding yet another
level of regulation.

Removal of agonist-desensitized receptor from the cell surface through internalization is a
necessary step for receptor resensitization or degradation (9). GABAg does not undergo agonist-
promoted endocytosis (4, 5) but internalizes constitutively at a rapid rate (10), up to 50% of the
receptor being removed from the cell surface in 2 hours. This phenomenon has been observed in
both heterologous expression systems and primary neuron cultures (4, 11). The exact mechanism
underlying constitutive internalization is not yet characterized, but it has been suggested that a
direct interaction between the GABAg receptor and the clathrin adaptor protein-2 (AP-2)
complex could be involved (10). More recently, evidence has surfaced that glutamate receptor
activation can control cell surface availability of GABAg (12) through distinct mechanisms. The
NMDA receptor promotes PP2A-mediated dephosphorylation of serine 783 on GABAg;)
favoring the degradation over the recycling of the receptor (13). CamKII phosphorylation of
serine 867 on GABAg, promotes GABAg endocytosis(14) in response to NMDA receptor
activation. Involvement of AMPAR and mGluRs have also been suggested to have a role in
glutamate mediated GABAg down-regulation (15). None of the downstream cellular machinery
linked to this process has been identified yet.

Among the mechanism controlling cell surface stability of GPCRs, ubiquitination has been
increasingly shown to play an important role. Activity-dependant ubiquitination of -arrestin has
been linked to the early steps of endocytosis (16) whereas the ubiquitination state of the receptor
has generally been linked to degradation (7) and in some cases to endocytosis (18). In the case
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of the p2-adrenergic receptor (B2AR), members of the Nedd4 E3 ubiquitin ligases family have
been shown to regulate receptor ubiquitination after recruitment by B-arrestin or arrestin domain-
containing protein 3/4 (19, 20) while the deubiquitinases USP20 and USP33 were suggested to
promote receptor recycling(21). In the case of the CXCR4 chemokine receptor, both
ubiquitination by AIP4(22) and deubiquitination by USP14(23) are necessary for efficient
CXCR4 degradation, in a mechanism that could suggest the importance of a
ubiquitination/deubiquitination cycle. The deubiquitinase USP8 has also been shown to promote
trafficking and degradation of CXCR4(24).

Using the second intracellular loop of the GABAg, sub-unit in search of novel proteins
interactions, we identified USP14 in a yeast-two hybrid screen. Considering the role of USP14
as a deubiquitinating enzyme, and the evidence suggesting that GABAjg ubiquitination could be
linked to glutamate-mediated GABAp down-regulation (15), we took advantage of a
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assay to measure real-time GABAjp
ubiquitination in living cells (25) and assessed the role of USP14 in the de-ubiquitination and
degradation of the GABAg.
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Materials and methods

Materials: pcDNA3-Myc- GABAg1,) , PcDNA3-Myc-GABAgp-Rluc, pcDNA3-HA-GABAg; and
pcDNA3-HA-GABAg(;-Rluc have been previously described (5, 26). pEYFP-Ubi and pEYFP-UbiAA
were constructed as described in (25), but the human ubiquitin (Ubi) coding sequence was
inserted in pEFYP-C1(Clontech) instead of pGFP?-C1. pcDNA3-USP14b and pcDNA3-USP14b-GFP
were constructed by PCR from a human cDNA library and inserted in the pcDNA3 vector. Point
mutation was done by PCR to create pcDNA3-USP14b-C79A and pcDNA3-USP14b-C79A-GFP.
CXCR4-Rluc has been previously described in (27). pcDNA3-PAR-1-Rluc is a generous gift from
Dr Terry Hébert (McGill University, Montreal, Canada).

Dynasore, chloroquine and MG132 were purchased from Sigma-Aldrich while GABA was from
Calbiochem, U1 from Cayman Chemical, coelenterazine h from Nanolight Technology and EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin from Thermo Scientific. All others chemicals were from Sigma.

Anti-Myc (9E10) was an ascyte prepared in house while anti-GFP was from Clontech. Anti-
GABAg, is a generous gift from GlaxoSmithKline(United Kingdom). Anti-mouse IgG and anti-
rabbit IgG secondary antibody coupled to horseradish peroxidase were from GE HealthCare Life
Sciences.

Ubiquitination measure by BRET : To measure ubiquitination, a BRET-based assay monitoring
the addition of ubiquitin-YFP to GABAg subunits linked to Rluc was performed as previously
described (26). Briefly, an ubiquitin mutant form of Ubi in which lysines 48 and 63, the two
major sites for polyubiquitination, were mutated to alanine to avoid steric hindrance, quenching
or other interference phenomena due to the presence of multiple YFP that could lead to a
blunted BRET signal. BRET measurements are done as described in (29). Treatments were done
directly in 6 or 12 wells-plates for the indicated time. Media was then removed, cells washed
twice in PBS and resuspended in PBS. 100 000 cells were then transferred to 96-wells white
plate and treated for 2 minutes with 5 UM coelenterazine h before reading in a Berthold Mithras
LB940 equipped with acceptor (530 + 20 nm) and donor (480 + 20 nm) filters.

Biotin labeling and streptavidin precipitation: Biotin labeling was modified from (10) . Cells
were treated with EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (0.5 mg/mL in buffer A: 25 mM HEPES, pH 7.4,
119 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CacCl,, 2 mM MgCl,, 30 mM Glucose) at 4°C for 30 minutes, then
washed 3 times with ice-cold buffer A. Cells were then either kept on ice (control) or treated
with the appropriate compound at 37°C for the indicated chase time. Cells were solubilized in
RIPA buffer and Biotin-labeled receptors purified by pull-down with streptavidin-sepharose
beads and subjected to SDS-PAGE and Western Blotting with anti-Myc (9E10) mouse antibody.
Quantification of the receptors remaining was done using a LAS-3000 from Fujifilm.

Internalization assay by ELISA: HEK293T cells were transfected with PEIl and, the following day,
cellswere transferred in a poly-D-Lysine coated 24 wells plate (200 000 cells per well). The
following day, media was removed and cells were washed in ice-cold Buffer A. Cells were
incubated with anti-Myc antibidy (1:1000 in Buffer A containing 0.2% BSA) for one hour on ice,

138



then washed 3 times in cold Buffer A. Cells were then treated or not (vehicle) at 37°C for one
hour. Following incubation, cells were washed in cold Buffer A and incubated with secondary
antibody (anti-mouse IgG coupled to hrp) for 45 minutes. Cells were then washed three times
and signal was measured after adding SIGMAFAST™.

Yeast two-hybrid: Sequence corresponding to the GABAg(; second intracellular loop (GB1i2,
protein sequence: TKIWWVHTVFTKKEEKKEWRKTLEPWKLY) was introduced in a pGBT9 bait
vector in frame with the Gal4 DNA-binding domain. The construct was screen against a
commercially obtained rat brain cDNA library according to Clontech protocols (Clontech, Palo
Alto, CA, USA). The screening efficiency with pGBT9-GB1i2 bait was 5.1x10° and resulting in the
identification of 24 positive colonies. Yeast-mating assays for GB1i2 binding were performed
using yeast strains HF7c and Y187, with pGBT9 and pACT2 vectors. One of the positive clones,
USP14, contained the cDNA coding for amino acid 239 to the stop codon and the untranslated
region up to the poly A tail. The cDNA coding for the entire open reading frame was cloned from
isolated rat brain RNA (reverse transcriptase, PCR amplification and TA-cloning system with
blue-white selection (Invitrogen)) and sequenced.

Immunoprecipitation: IPs were done as described in (5) using RIPA buffer (50 mM Tric-HCI pH
7.4, 150 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1% NP-40, 0,5% sodium deoxycholate, 1 mM DTT, 5 pug/mL
leupeptine, 5 pg/mL soybean trypsin inhibitor, 10 pg/mL benzamidine). Anti-myc antibody was
added in a 1:400 dilution. After 16 hours incubation, beads were washed 3 times with RIPA
containing 350 mM of NaCl. Remaining complexes were dissolved in Laemmli buffer before
being subjected to SDS-PAGE and Western blotting.

Statistical analysis: All statistical analysis were done using GraphPad Prism 5.0. Analysis of
variance (ANOVA) followed by post hoc Dunnett or Tukey tests were used for multiple
comparisons; Dunnett tests being used to compare multiple conditions to a single control,
whereas Tukey tests were used to identify the difference within a group. Student t tests were
performed for pairwise comparison.
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Results
Identification of USP14 as a novel of GABAg interactor

Using the evolutionary conserved second cytoplasmic loop of GABAg ) as a bait in a yeast two-
hybrid screen, we identified a rat cDNA encoding part of the catalytic domain of the Ubiquitin-
Specific Protease 14 (USP14) (Figure 1A). The interaction between USP14 and
GABAB(1b) expressed alone or with GABADb2 in the context of the functional heterodimer was
confirmed by co-immunoprecipitation studies in HEK293T cells co-expressing Myc-
GABAg() alone or in combination with HA-GABAg;, and GFP-USP14b. As shown in
Figure 1B, GFP-USP14b was detected by Western blot analysis following receptor
immunoprecipitation. Considering that the interacting USP14 ¢cDNA found in the yeast-two-
hybrid screen encodes its catalytic domain, we tested whether the interaction was dependent
on the deubiquitinase activity of USP14. For this purpose, we took advantage of a mutant
form of USP14 (C79A-USP14) that is catalytically inactive (29). Immunoprecipitation
revealed that both WT- and C79A-USP14 interacted to the same extent with the receptor,
suggesting that USP14 deubiquitinase activity is not required for its interaction with GABAg.

Probing GABAp ubiquitination

To investigate the potential role of USP14 in the regulation of GABAB ubiquitination, we first
assesssed whether GABAg ubiquitination can be measured in living cells using a BRET-based
ubiquitination assay (25). BRET titration curves using receptor sub-units genetically fused to
Renilla Luciferase (Rluc) and a genetically engineered ubiquitin construct linking its N -terminus
to an enhanced Yellow Fluorescent Protein (YFP)(25). To assess the amount of ubiquitinated
receptor, an increasing amount of Ubi-YFP was co-expressed with a stable amount of either
GABAGg)-Rluc or GABAg»-Rluc with the associated partner sub-unit. A C-terminal mutated
ubiquitin missing the terminal glycine residues that cannot be conjugated to its substrate and
linked to YFP (UbiAA-YFP) was used as a negative control.

As shown in Figure 2, increasing Ubi-YFP led to a hyperbolic increase of the BRET signal either
GABAg-Rluc (Fig 1A) or GABAg;»-Rluc (Fig 1B) when expressed in the presence of their
untagged cognate partner subunit (GABAg;) and GABAg 1, respectively). The selectivity of the
BRET signal is confirmed by the saturability of the signal corresponding to the occupancy of
specific ubiquitination sites. Also, co-expression of UbiAA-YFP led to a modest linear increase
of the BRET signal no discernible plateau, that correspond to the background signal resulting
from random collisions (30). The specific signal of ubiquitination was calculated by subtracting
the background BRET signal from the total signal observed. Although a similar specific signal is
measured whether the GABAg;,, or GABAg;) is tagged with luciferase within the heterodimer,
the expression of GABAg-Rluc alone, which is retained in the ER in the absence of GABAg,),
led to a weaker specific ubiquitination signal (Figure S1) suggesting that some of the
ubiquitination signal originates from plasma membrane receptors. Consistent with this notion, a
larger ubiquitination BRET signal is observed when using a mutant form of the GABAg;, that
can reach the plasma membrane (GABAgp.asrr) 1n the absence of GABAg(, (31)(Figure S1).
In order to study ubiquitination of the a functional heterodimer that can reach plasma membrane
the GABAg5)-Rluc/GABAg ;) pair was used throughout the study.
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Stimulation of the receptor with either GABA or baclofen was without effect on the
ubiquitination signal (Fig3A and S2). Similarly, no effect was observed upon treatment with the
GABAg antagonist, CGP54626 indicating that neither agonist-promoted nor constitutive
activation of the receptor had a direct effect on its ubiquitination level. Since GABAg activity has
long-been known to be down-regulated by PKC(32), we assess the effect of the PKC activator,
PMA (phorbol-13-myristate-12-acetate), on receptor ubiquitination. Treatment with PMA led to
a transient increase in the ubiquitination signal that peaked (163% =+14%) at 4 hours post-
treatment and returned to basal level at 24 hours (Figure 3A). This increase was blocked by pre-
treatment with the PKC inhibitor Bisindolylmaleimide I, indicating a specific PKC-mediated
effect (Figure S3).

PMA promotes faster degradation and internalization of GABAp

As ubiquitination has been linked to the degradation of several membrane proteins including a
few GPCR, we assessed the effect of PMA treatment on the degradation of GABAg using
HEK?293 cells co-expressing Myc-GABAg;,, and HA-GABAg ;. Cells were biotinylated at 4°C
and receptor level was assessed using a streptavidin pull-down followed by Western blotting of
either GABAg,) or GABAB2. Under basal conditions, the half-life of the plasma-membrane
targeted receptor was found to be 2.4 h £ 0.6 h (Figure 3B, 3D) ; the half-life observed being the
same whether we monitored GABAb1 or GABADb2 immuno-reactivity (Figure S4). Treatment
with PMA led to a significant (P<0.05) increase in the rate of degradation (half-life = 1.0 h + 0.3
h), suggesting a PKC-mediated acceleration of receptor degradation (Figure 3C, 3D). To
investigate whether this cell surface disappearance results from proteasomal or lysosomal
degradation, we treated cells with the lysosomal acidification inhibitor chloroquine or the
proteasomal inhibitor MG132. MG132 had no effect on receptor degradation while chloroquine
inhibited most of the disappearance (Figure 3E, 3F).

Given that GABAg has been shown to have a rapid rate of constitutive endocytosis that
contributes to degradation (11), the decrease in receptor-half life detected could result either from
an accelerated rate of internalisation or a greater targeting of endocytosed receptors to lysosomal
degradation resulting in reduced recycling. To distinguish between these two possibilities, we
assessed the effect of PMA on internalization. For this purpose, we labeled GABAg heterodimer
with Myc-targeted antibody at 4°C and induced constitutive internalization by switching the
temperature to 37°C thus monitoring only the disappearance from the plasma membrane. Two
hour after temperature switch, 24 + 4 % of the receptor had ben internalized under basal condition
(Figure 4A). Treatment with GABA did not increase the extent of internalization confirming
earlier reports that the receptor does not undergo agonist-promoted internalization (4, 33). In
contrast, treatment with PMA led to a significant (P<0.05) 33% increase of endocytosis
suggesting that the PMA-accelerated degradation resulted at least in part from an
increased internalization. Pre-treatment of cells with the cell-permeable dynamin inhibitor
blunted the measured internalization.

To probe whether the ubiquitination of the receptor occurs at the cell surface or in the endosomes
following internalization, we assessed the effect of a general blocker of dynamin-dependent
endocytosis, Dynasore, on both receptor internalisation and ubiquitination.  Dynasore
significantly (P<0.01) blunted both constitutive (54% inhibition) and PMA-induced (63%
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inhibition) internalization (Figure 4A). The Dynasore-mediated block in endocytosis was
accompanied by a 40% increase in the basal ubiquitination, suggesting that the modification
occurs before internalization of the receptor (Figure 4B). Co-treatment with both PMA and
Dynasore led to an additive increase in BRET signal, indicating that the PMA-promoted increase
in ubiquitination also occurs at the plasma membrane (Figure 4C).

USP14 regulates GABAp ubiquitination and degradation

To assess the potential role of USP14 in GABAjg regulation we first assess the effect of the
deubiquitinase over-expression on the ubiquitination state of the receptor. Co-expression of
USP14b with the GABAg receptor led to a 25% decrease in receptor ubiquitination whereas the
catalytically inactive deubiquitinase did not affect the basal level of ubiquitination (Figure 5A),
indicating that USP14 catalyzed the deubiquitination of GABAg. Furthermore, treatment with
IU1, a recently discovered inhibitor of USP14 (29), led to a significant (P<0.01) time-dependent
increase in GABAjg ubiquitination (Figure 5B). The observation that IUl increased GABAg
ubiquitination in cells overexpressing or not USP14 suggests that this enzyme is responsible for
the endogenous constitutive deubiquitination of the receptor. To assess whether USP14 acts as a
general deubiquitination enzyme of GPCR, we tested the effect of USP14 overexpression on 3
additional receptors. As previously reported (23), USP14 reduced CXCR4 ubiquitination
(Figure S5). Similarly, the ubiquitination level of the type-2 vasopressin receptor was also
decreased by the enzyme whereas it did not alter PAR-1 ubiquitination suggesting some level of
selectivity in its GPCR substrates.

Given the proposed roles of ubiquitination on the internalization and degradation of membrane
proteins, we assess the effect of USP14 on these processes for the GABAg. Co-expression of
USP14b with GABAg lead to a significant acceleration of the degradation rate of the receptor;
reducing the half life of the receptor from 3 hours to less than 1 hour (Figure 5C,5D,5G,5H).
Surprisingly, the catalytically inactive USP14-C79A accelerated receptor degradation to the same
extent as the WT form of the enzyme (Figure 5E,5G,5H), suggesting that the USP14-propmoted
degradation is independent of it deubiquitinase activity. Consistent with this notion, treatment of
cells with the USP14 inhibitor IU1 did not significantly affect degradation (Figure 5F, 5G, 5H),
also suggesting that the deubiquitinase activity of USP14 does not contribute to GABAg
degradation. In contrast to the PMA treatment that increased both the degradation and the
endocytosis of the receptor, neither USP14b overexpression nor [U1 treatment affect the extent of
internalization (Figure S6), indicating that USP14-promote GABAg degradation is independent of
the receptor internalization rate suggesting a post-endocytic mechanism.

USP14 acts as a post-endocytosis regulator of GABAp

To determine whether USP14 acts pre or post-endocytosis, its deubiquitination activity was tested
in the presence and absence of the internalization inhibitor Dynasore. As shown in Figure 6A,
reatment with dynasore led to a time-dependent decrease of the deubiquitination promoted by
USP14 overexpression indicating a post-encdocytosis action of USP14. Consistent with this
hypothesis, the ubiquitination increase observed following USP14 inhibition with [U1 was
blunted upon Dynasore co-treatement (Figure 6B).
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Discussion

In the present study, we showed that GABAg is constitutively ubiquitinated in living cells and
that this post-translational modification occurs, at least in part, once the receptor has reached the
cell surface. Increased ubiquitination promoted by PKC activation is accompanied by an
increased in GABAg internalization and accelerated degradation. Deubiquitination of the receptor
is catalyzed post-endocytically by the deubiquitinase USP14 that contributes to the targeting of
the receptor for lysosomal degradation. In addition to further our understanding of the constitutive
ubiquitination and cell surface regulation of GABAg, our study unravels a new PKC-mediated
regulation of this post-tranlational modification and identies USP14 as an important regulator of
both receptor ubiquitination and degradation.

A role for PKC in the regulation of GABAg had been previously suggested as PKC has been
shown to phosphorylate (5) and down-regulate synaptic activity of GABAg (32). Although the
role of PKC-mediated phosphorylation of GABAg in its ubiquitination remains to be investigated,
phosphorylation of other substrates such as the gap junction protein connexin-43 (34) and the
organic anion transporter-1 (35) by PKC has been shown to promote their ubiquitination,
resulting in their degradation and internalization respectively. In the case of GABAg, we found
that inhibition of endocytosis led to an increased level of both constitutive and PMA-induced
ubiquitination, indicating that the PKC-promoted modification occurred at the plasma membrane
and preceded endocytosis. Combined with our observation that PMA treatment led to an
elevation of both ubiquitination and endocytosis, these results are consistent with the findings for
other membrane proteins that increased ubiquitination promotes endocytosis (36). In the case of
the epidermal growth factor receptor, agonist-stimulated ubiquitination was shown to promote
internalization through the recruitment of the ubiquitin binding adaptor Epsin, and AP-2 (37). In
contrast, receptor ubiquitination at the plasma membrane was found to inhibit the constitutive
internalization of another GPCR, PAR1, whereas agonist-promoted deubiquitination favored its
endocytosis (18). It should be emphasized, however that PAR1 may represent a special case
since this receptor is activated by proteolitic cleavage of its N-terminus resulting in a continuous
activation that requires degradation for its inactivation. Further studies will be needed to
determine whether ubiquitination directly favours internalization of GABAg through the
recruitment of endocytosis machinery elements.

The observation that stimulation of GABAg by its agonists GABA and baclofen did not affect the
extent of receptor ubiquitination contrasts with what was observed for several GPCRs such as the
B2AR (16, 19) and CXCR4 (38). In those cases, agonist-promoted Parrestin recruitment brings
E3 ubiquitin ligases to the receptors, promoting ubiquitination. In contrast, GABAg stimulation
has not been found to promote Parrestin recruitment and internalization(4, 33), nor promote
receptor down-regulation (11) consistent with the lack of agonist-stimulated ubiquitination
observed. The process leading to the constitutive ubiquitination of GABAg and the identity of
the E3 ligase involved remains to be investigated. However, our data clearly identify USP14
as a deubiquitinase that regulates the ubiquitination state of GABAjg . This action of USP14
was blocked by an inactivating mutation of its catalytic domain, indicating that this diminution
is due to deubiquitination of the receptor and not to a decrease in de novo receptor
ubiquitination. The
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USP-14 deubiquitination was significantly blunted by inhibition of the endocytotic process by
Dynosore indicating that the deubiquitination occurred following the internalization of the
receptor. This is consistent with the observation that USP14 overexpression led to an accelerated
rate of GABAg lysosomal degradation. Such a role for USP14 in the post-endocytic processing of
GPCRs has been observed for the CXCR4. Indeed, knock-down of USP14 expression was found
to block receptor degradation following stimulation with its agonist CXCL12 (23). Another
deubiquitinase, USPS8, was also found to promote the agonist-stimulated degradation of CXCR4
through its interaction with the endosomal sorting machinery (24), suggesting a general role of
deubiquitinating enzymes in post-endocytic GPCR sorting.

In contrast to its proposed role of deubiquitination-promoted degradation of CXCR4 (23), the
USP14-accelerated rate of degradation of GABAg was found to be independent of its catalytic
activity in our study, as the inactive enzyme showed a similar ability to decrease the receptor’s
half-life as its wild type counterpart. This result suggests that USP14 action on the GABAjg
receptor stability derives from a direct action from its interaction with the receptor and is not a
by-product of the deubiquitination. Such a non-catalytic action of USP14 has been proposed for
its role on the activation of the 20S proteasome. Indeed direct interaction between USP14 and the
ubiquitin chain was found to promote the opening of the proteasome, leading to the degradation
of the deubiquitinase cargo (39).

Taken together, our results suggest a novel mechanism controlling GABAg cell surface
expression that involves receptor ubiquitination and the binding of USP14 to promote receptor
degradation. The proposed model (Figure 7) shows cell surface ubiquitination of the GABAg
receptor occurring constitutively or promoted by PMA. Upon endocytosis, USP14 acts as a
catalytically-independent ubiquitin-binding protein to promote endosomal sorting of highly
ubiquitinated GABAg toward lysosomal degradation. In such a model, non-ubiquitinated receptor
would not bind to USP14 and would be targeted toward the recycling pathway allowing
reinsertion of the receptor in the plasma membrane leading to the resensitization of the cells to
GABA stimulation. Interestingly, glutamate has been shown to promote internalization (14) and
down-regulation of GABAg (40), that involves a balance between receptor recycling and
degradation (41) in which ubiquitination plays an important roles, mirroring multiple elements
from our proposed model. Further studies are needed to examine the possible links between
glutamate-mediated down-regulation and USP14-promoted degradation of GABAg.

The proposed role of USP14 in receptor regulation may have important physiological
consequences. Indeed, a transgenic mouse model with an invalidated USP14 gene (USP14
knock-out) also known as the ataxia mice, shows profound defects in synaptic transmission (42).
These defects have been shown to result in part from an increased GABA, cell surface expression
and activity that is due to altered endosomal sorting and decreased receptor degradation(43),
suggesting a similar role of USP14 on GABA, and GABAjg Also, the ataxia mice show a
reduction in the size of the releasable vesicle pool that results in altered neurotransmitter release
(44). The GABAG receptor being directly involved in regulating vesicle priming at the release site
(45), it is tempting to speculate that that USP14 knock-down promotes increased level of synaptic
GABAg receptor through reduced degradation, leading to an amplified GABAg activity and
reduced releasable vesicle priming. Consistent with this hypothesis, the decreased size of the
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releasable vesicle pool was rescued by expression of the catalytically inactive USP14 mutant
(46), mirroring our finding of a catalytic-independent role of USP14.

In conclusion, our study reveals a new PKC-mediated regulatory mechanism controlling GABAg
ubiquitination, endocytosis and degradation and identifies USP14 as a deubiquitinating enzyme
that regulates the post-endocytic ubiquitination state and degradation of the GABAg with
potential implications for synaptic transmission.
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FIGURE 1. GABAg interacts with USP14 through its GABAg; sub-unit. 4, Schematic
representation of the GABAg(, second intracellular loop used as bait and the USP14 region
recovered in a rat brain cDNA yeast two-hybrid screening. B, HEK293T cells expressing a
combination of Myc-GABAg,, HA-GABAg,, GFP-USP14b and/or GFP-USP14b-C79A
solubilized and immunoprecipitated (IP) using an anti-myc antibody. Total (input, 5% of IP) and
IP samples were separated on SDS-PAGE and proteins detected by Western Blotting (WB) using
the indicated antibodies (anti-myc for GABAg ), anti GABAg(,) for GABAg; and anti-GFP for

USP14). The results shown are representative of three independents experiments.

FIGURE 2. BRET titration curves of GABAg heterodimer with MonoUbi-YFP or UbiAA-
YFP. BRET signal, total fluorescence and total luminescence were measured in HEK293T cells
transfected with constant amount of Myc-GABAg,-Rluc and HA-GABAg;, (4) or Myc-
GABAgy) and HA-GABAg;)-Rluc (B), and increasing amount of either MonoUbi-YFP or
UbiAA-YFP . The data obtained in two independent experiments were pooled and used to
generate the curves. The specific ubiquitination BRET curves were obtained by subtracting the

UbiAA-YFP curve from the MonoUbi-YFP curve.

FIGURE 3. PMA increases ubiquitination and accelerates lysosome-mediated degradation
of GABAg. 4, HEK293T cells expressing Myc-GABAg;)-Rluc, HA-GABAg;) and either
MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP were treated for of the indicated time with either vehicle, 1 mM
GABA or 1 uM PMA . UbiAA-YFP signal was subtracted from MonoUbi-YFP signal. The
results are presented as the mean + SEM of at least five independent experiments performed in
quadruplicates. B-D, HEK293T cells expressing Myc-GABAg;,) and HA-GABAGR(,) were labeled
with EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin and either kept on ice (control) or switch at 37°C with
vehicle (B) or 100 nM PMA (C) for the indicated time. After cell solubilization, biotin-labeled
receptors were purified by pull-down with streptavidin-sepharose beads and detected with anti-
Myc (9E10) mouse antibody. Receptors remaining after the chase period were quantified and are
plotted in D. The results are presented as the mean = SEM of at least three independent
experiments. E-F, As described for B-C, but the temperature switch at 37°C was done for only
two hours in the presence of vehicle, 200 uM chloroquine or 5 pg/mL MG132. The results (D, F)
are presented as the mean + SEM of at least three independent experiments. The results shown
(B,C,E) are representative of at least 3 independent experiments.

(* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001)
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FIGURE 4. Internalization inhibitor Dynasore blocks PMA induced internalization and
promote constitutive and PMA induced ubiquitination. 4, HEK293T cells expressing Myc-
GABAgp)-Rluc and HA-GABAGg,, were labeled with anti-Myc 9E10 antibody for one hour on
ice. Internalization was then induced at 37°C for two hours in the presence of vehicle, 1 mM
GABA, 1 uM PMA and/or 50 uM Dynasore, while control cells were kept on ice. Receptor
amount still at the cell surface were measured by ELISA. The results are presented as the mean +
SEM of at least four independent experiments performed in quadruplicates. B-C, HEK293T cells
expressing Myc-GABAg(,-Rluc, HA-GABAg;) and either MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP were
treated or not (vehicle) for two hours with 50 uM Dynasore (B and C) and/or 1 uM PMA (C).
UbiAA-YFP signal was subtracted from MonoUbi-YFP signal. The results are presented as the
mean + SEM of at least three to five independent experiments performed in quadruplicates. Inset
shows the PMA-induced BRET increase and was calculated by subtracting the PMA treated-
BRET signal with the control counterpart. (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001)

FIGURE 5. USP14 deubiquitinates GABAg and accelerates its degradation rate. A,
HEK293T cells were transfected with Myc-GABAg,-Rluc, HA-GABAg;), either MonoUbi-
YFP or UbiAA-YFP along with pcDNA3, USP14 or USP14-C79A. BRET signals were measured
and the specific BRET signal calculated. B, HEK293T cells expressing Myc-GABAgp-Rluc,
HA-GABAg;), MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP and either pcDNA3 or USP14 were treated for
three or sixteen hours with 100 uM IU1, and the specific BRET signal calculated. C-H,
HEK293T cells expressing Myc-GABAg), HA-GABAg;) and either pcDNA3 (C,F), USP14
(D) or USP14-C79A (E) were labeled with EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin and treated with either
vehicle (C-E) or 100 uMIU1 (F) for the indicated time as described in figure 3. The Receptors
remaining after the chase period were quantified (G) and half-life calculated (H).The results
(4,B,G,H) are presented as the mean £ SEM of at least three independent experiments performed
in triplicates. The results shown (C-F) are representative of 3 independent experiments. (*

P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001)

FIGURE 6. USP14 deubiquitination is decreased by internalization inhibitor Dynasore. A4,
HEK293T cells expressing Myc-GABAg(j), HA-GABAg(;), MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP and
either pcDNA3 or USP14 were treated for two or sixteen hours with vehicle or 50 uM Dynasore
and specific BRET signal calculated. Inset shows the percentage of inhibition of USP14 and
calculated as the USP14 signal minus pcDNA3 signal divided by pcDNA3 signal. The results are

presented as the mean + SEM of at least three independent experiments performed in triplicates.
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B, HEK293T cells expressing Myc-GABAg-Rluc, HA-GABAg,, and either MonoUbi-YFP or
UbiAA-YFP were treated for two or sixteen hours with vehicle or 50 uM Dynasore. Inset shows
the percentage of IU1 induced BRET and is calculated by subtracting vehicle from IU1 treated
condition and dividing by vehicle condition. The results are presented as the mean £ SEM of at

least three independent experiments performed in triplicates. (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001)

FIGURE 7. Proposed model of GABAB ubiquitination and USP14 mediated post-
endocytosis degradation. Cell surface GABAjg receptors undergo constitutive or PKC-mediated
ubiquitination and constitutively internalizes. Non-ubiquitinated receptors do not effectively
engage USP14 and are sorted toward recycling (1), while ubiquitinated receptors bind USP14 and
engage its ubiquitin-binding domain, targeting receptors toward lysosomal degradation (2).

USP14 deubiquitinates the receptors during trafficking, allowing ubiquitin recycling.
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FIGURE S1. BRET titration curves of GABAg monomer sub-units with MonoUbi-YFP or
UbiAA-YFP. BRET signal, total fluorescence and total luminescence were measured in
HEK293T cells transfected with constant amount of Myc-GABAg,)-Rluc or Myc-GABAg,)-
ASRR-Rluc (4), or HA-GABAg;-Rluc (B) and increasing amount of either MonoUbi-YFP or
Ubi-YFP. The data points obtained in two independent experiments were pooled and used to

generate the curves.

FIGURE S2. GABAjg agonists and antagonist show no modulation of ubiquitination.
HEK293T cells expressing Myc-GABAg)-Rluc, HA-GABAg(;, and either MonoUbi-YFP or
UbiAA-YFP were treated for 2 hours with vehicle, 1 mM GABA, 100 uM Baclofen or 10 uM
CGP54626. UbiAA-YFP signal was subtracted from MonoUbi-YFP signal to give the specific
ubiquitination signal. The results presented are the mean + SEM of at least three independent

experiments performed in triplicates.

FIGURE S3. PMA induced ubiquitination is inhibited by PKC inhibitor
Bisindolylmaleimide I. HEK293T cells expressing Myc-GABAgp)-Rluc, HA-GABAg;) and
either MonoUDbi-YFP or UbiAA-YFP were pre-incubated for 30 minutes with either vehicle or 5
uM before being treated for 2 hours with vehicle or 1 uM PMA. Specific ubiquitination signal ras
calculated. The results are presented as the mean + SEM of at least three independent experiments

performed in triplicates. (** P<0.01)

FIGURE S4. Both sub-units of GABAg heterodimer show similar half-life at the cell surface.
HEK293T cells expressing Myc-GABAg,, and HA-GABAg,) were labeled with EZ-Link Sulfo-
NHS-LC-Biotin and either kept on ice (Ctl) or switch at 37°C with vehicle for the indicated time.
After cell solubilization, biotin-labeled receptors were purified by pull-down with streptavidin-
sepharose beads and detected with anti-Myc (9E10) mouse antibody (4, GABAg;,) or anti-
GABAg;, rabbit antibody (B, GABAg)). Receptors remaining after the chase period were
quantified and are plotted in C. Curves are presented as the mean = SEM of three independent

experiments.

154



FIGURE S5. USP14 shows selectivity in its deubiquitination activity on GPCRs. Specific
BRET signal was measured on HEK293T cells expressing either Myc-GABAg)-Rluc and HA-
GABAg;), CXCR4-RLuc, V2R-RLuc or Parl-Rluc, along with MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP,
and either pcDNA3 or USP14. Inset shows the percentage of USP14 inhibition: USP14 minus
pcDNA3 divided by the pcDNA3 for each condition. The results are presented as the mean +

SEM of at least three independent experiments performed in triplicates. (*** P<0.001)

FIGURE S6. USP14 does not modulate GABAjy internalization. HEK293T cells expressing
Myc-GABAgp)-Rluc, HA-GABAg;) and either pcDNA3 or USP14 were labeled with anti-Myc
9E10 antibody for one hour on ice. Internalization was induced by temperature switch to 37°C
for two hours in the presence of vehicle or 100 uM IUI (IU1 treatment: cells were tranfected
with pcDNA3). Control cells were kept on ice. Amount of receptor still at the cell surface were
measured by ELISA. The results are presented as the mean + SEM of at least three independent

experiments performed in quadruplicates.
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Article 3

Grb?2 interacts with the GABAp receptor and regulates its cell surface stability

Nicolas Lahaie, Ashley Brady, Jaroslav Blahos, Laurent Prézeau et Michel Bouvier. En

préparation pour Journal of Biological Chemistry.

Résumé

Le récepteur métabotropique de 1’acide y-aminobutyrique (GABABR) est responsable de
la composante lente de la régulation GABAergique de 1’activité neuronale. La quantité¢ de
GABAGg a la synapse est controlée par le trafic vers la membrane et une forte internalisation,
autant constitutive qu’induite par le glutamate. Utilisant des méthodes de GST-pulldown et de
BRET (transfert d’énergie de résonance par bioluminescence), nous avons identifi¢ Grb2
(protéine interagissant avec le récepteur d’hormone de croissance 2) comme une nouvelle
protéine d’interaction de GABAp en mesure de réguler la stabilité a la surface cellulaire de ce
dernier. Le site d’interaction a ¢été localis¢ dans la séquence PEST (riche en proline-
glutamate-serine-thréonine) de GABAg; (GB1), qui contient des motifs de liaison consensus
aux domaines SH3 (homologue a Src 3). Grb2 interagit avec GABApg; exprimé seul ou
coexprimé¢ avec GABAp, (GB2). L’interaction avec I’hétérodimere GABAp ciblé a la
membrane est modulée par une stimulation avec 1’agoniste, confirmant la nature fonctionnelle
du complexe ternaire. L’association de GABAg a Grb2 diminue I’endocytose constitutive,
résultant en une augmentation de la densit¢ de récepteur a la membrane. Nos résultats
suggerent un nouveau réle de Grb2 dans le contrdle de la signalisation de GABAg par la

régulation de sa stabilité a la membrane plasmique.
Contribution : J’ai contribué a 1’ensemble de la conceptualisation, du design expérimental et

de la génération des résultats, excepté les expériences de pulldown par GST. J’ai écrit le

manuscrit et procédé a I’ensemble du processus de révision.
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Summary

The metabotropic y-aminobutyric acid (GABA) receptor (GABAB) is responsible for the
slow component of GABAergic regulation of synaptic plasticity. The amount of GABAg
at the synapse is tightly regulated by the control of both forward trafficking and strong
constitutive as well as glutamate-promoted endocytosis. Using both GST-pulldown and
bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based assays, we identified growth
factor receptor bound protein 2 (Grb2) as a novel GABAg interacting protein that
regulates its cell surface stability. The interaction site was located within the PEST
(proline-glutamate-serine-threonine rich) sequence of the GABAg; sub-unit (GB1) which
contain consensus Src homology 3 (SH3) domain binding motifs. Grb2 was found to
interact with both GB1 expressed alone or co-expressed with the GABAg; sub-unit
(GB2).The interaction with the cell-surface targeted GABAp heterodimer was modulated
by agonist treatment confirming the functional nature of the ternary complex. The
association of GABAp with Gbr2 decreased the constitutive endocytosis resulting in an
increased steady-state cell surface receptor density. Taken together, our results suggest a
novel role for Grb2 in controlling GABAg signalling through the regulation of its cell
surface stability.
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Introduction

y-amino-butyric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitter in the mammalian
central nervous system and mediate neuronal excitability by activating both ionotropic
and metabotropic receptors. The GABAg receptor, an obligatory hetero-oligomer formed
by two seven-transmembrane G protein coupled receptor (GPCR) sub-units, is
responsible for both the pre-synaptic and post-synaptic metabotropic signalling mediated
by GABA (1-4). Oligomerization between GABAg; (GB1) and GABAg; (GB2) occurs
through interfaces that are present in the extracellular and transmembrane domains (5)
as well as their cytoplasmic carboxyl-tails (6). GBI is responsible for agonist binding
through its Venus flytrap extracellular domain and transactivates GB2, which possesses
the guanine nucleotide-exchange factor (GEF) activity to trigger G protein signaling (7).
Correct assembly of a functional oligomer is necessary for plasma membrane delivery, as
the GBI sub-unit expressed alone is retained in the endoplasmic reticulum (ER) through
COPI-mediated retrograde transport involving a carboxy-tail R-S-R-R retention signal
(8). Oligomerization of the GB1 and GB2 sub-units involves the formation of a coiled
coil structure which masks the retention signal, allowing ER exit and forward trafficking
(6). A di-leucine motif located at the start of the GB1 coiled coil sequence has also been
shown to inhibit cell surface expression through interaction with the msec7-1 protein in
the Golgi network (9). Co-association of the receptor with sub-units of the ionotropic
GABA, receptor have also been suggested to promote cell surface targeting (10).
Interactions with the transcription factor CHOP (11) and PDZ-domains containing
protein MPDZ (12) have also been shown to modulate cell surface density of the
receptor. The carboxyl-tail of both receptors are also responsible for interactions with
other signaling proteins including related transcriptions factors ATF4 and ATFx (13),
RNA-binding protein Marlin-1 (14) and regulatory protein 14-3-3 (15), however their
roles in receptor trafficking remain poorly characterized.

GABAg shows atypical desensititization processes and contrary to most GPCR, does not
undergo agonist-promoted internalization (16, 17). Steady-state regulation of GABAp
cell surface density is therefore dependent on an equilibrium between cell surface
targeting and constitutive endocytosis (18). The constitutive endocytosis of GABAg has
been found to be rapid, with 20-40% of the cell surface receptor being internalized in 2
hours (18, 19), suggesting an important role for this process in the control of cell
responsiveness to GABA stimulation. Although not sensitive to the activation state of the
receptor, endocytosis can be potentiated by glutamate-mediated CaMKII phosphorylation
of the GBI c-tail (20). The phosphorylation state of the receptor also influences the
recycling of the endocytosed receptor since dephosphorylation of serine 783 on the GB2
c-tail by protein phosphatase 2A (21) was found to inhibit recycling. Phosphorylation of
this site by AMP-activated Kinase (AMPK) promotes receptor coupling to Kir3.1
channels (22) indicating a reciprocal effect of a phosphorylation/dephosporylation cycles
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on the activity of the receptor. Receptor activity has also been suggested to be regulated
by phosphorylation of the c-tails by cAMP-dependent protein kinase (PKA) (23) and
protein kinase C (PKC) (16), as well as through a direct interaction of the GB2 c-tails
with the KCTD family of proteins (24). The carboxy-tails of both sub-units are thus of
upmost importance in the regulation of receptor trafficking and activity. Despite our
increasing understanding of the mechanisms controlling the regulated endocytosis of
GAGAB, very little is known about the basic machinery regulating its constitutive
endocytosis.

In search of novel proteins regulating GABAg cell surface stability, and given the role of
the carboxyl tail in the receptor trafficking, we generated GST-tagged GB1 c-tail
constructs and performed pull-down experiments on solubilised mouse brain extracts.
Mass spectrometry analysis of the pulled down proteins identified the growth factor
receptor-bound protein 2 (Grb2) as one of the major interacting proteins. Grb2 is a SH2
and SH3 domains-containing scaffolding protein that bind to proteins harbouring
phosphorylated tyrosine(s) (25) and a P-x-x-P minimal consensus sequence (26),
respectively. This scaffolding protein was first identified as a regulator of the epidermal
growth factor receptor (EGFR) signaling, as it is recruited to a phosphorylated receptor
through its SH2 domain (27) and in turn recruits the Ras-GEF, Sos, with one of its SH3
domain to activate the downstream Ras and MAP Kinase signalling cascades (28). Grb2
is also implicated in EGFR internalization through the recruitment of the Cbl E3
ubiquitin ligase by one of the Grb2 SH3 domains (29). Ubiquitination of EGFR allows
the recruitment of ubiquitin-interacting motifs containing proteins such as epsin and
Espl5, which can link the receptor to the AP-2 complex thus promoting clathrin-
mediated internalization (30).

In light of the classical roles of Grb2 and the presence in the GB1 c-tail of P-x-x-P
sequences within a PEST sequence classically involved in controlling protein stability
(31), we characterized Grb2 interaction with GABAp and assessed its potential role in
controlling receptor activity and cell surface stability.
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Materials and Methods

Materials: : pcDNA3-Myc-GB1b) , pcDNA3-Myc-GB1b-Rluc, pcDNA3-HA-GB2,
pcDNA3-HA-GB2-Rluc have been previously described in (16, 32). pcDNA3-Myc-
GB1basrr-Rluc was constructed by mutating the Arg codon by PCR. pcDNA3-Myc-
GB1bppgst-Rluc and pcDNA3-Myc-GB1basrr-apest-Rluc were constructed by mutating
the sequence using PCR. pGEX-GST-Tev was bought commercially. pGEX-GST-Tev-
HA-GB1(875-961) was constructed by cloning the c-terminus of GBla by PCR and
insertion into the pGEX-GST-Tev vector. pGEX-GST-Tev-GBI1(917-961) was
constructed by cloning the sequence from amino acid 917 to the terminating codon of
GBla by PCR and insertion into pGEX-GST-Tev. pcDNA3-Grb2 were constructed by
obtaining Grb2 by PCR from a rat brain cDNA bank and inserting into pcDNA3.
pcDNA3-YFP-Grb2 was constructed by N-terminally inserting a YFP in frame before the
initiating codon of Grb2 in pcDNA3-Grb2. All plasmids were sequenced.

Dynasore, Baclofen and SIGMAFAST™ peroxidise assay were purchased from Sigma-
Aldrich. coelenterazine h is from Nanolight Technology. All other chemicals were from
Sigma-Aldrich.

Antibodies : Anti-Grb2 is from AbCam. Anti-GST is from Sigma-Aldricht. Anti-Myc
9E10 ascytes and anti-HA 12Ca5 ascytes are prepared in house. Anti-mouse IgG and
anti-rabbit IgG coupled to horseradish peroxidase is from GE HealthCare Life Sciences.

GST-pulldown: GST-pulldown are done as described in (16). Briefly, purified GST-
Tev-GBI constructs were incubated with mouse brain solubilised in lysis buffer (50 mM
Tris, pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mM DTT, 5 pg/mL leupeptine, 5
pg/mL soybean trypsin inhibitor and 10 pg/mL benzamidine) for one hour and were pull-
downed using sepharose-glutathione beads. Beads were washed three times with lysis
buffer and binding proteins were separated by addition of Laemmli buffer. Samples were
separated on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose for Western blotting.

Grb2 interaction by BRET: BRET measurements are done as described in (33).
Treatments were done directly in 6 or 12 wells-plates for the indicated time. Media was
then removed, cells washed twice in PBS and resuspended in PBS. 100 000 cells were
then transferred to 96 wells white plate and treated for 2 minutes with 5 uM
coelenterazine h before reading in a Berthold Mithras LB940 equipped with acceptor
(530 £ 20 nm) and donor (480 £ 20 nm) filters. In case of stimulation with baclofen, cells
were treated for the amount of time indicated substrated by the 2 minutes of
coelenterazine h treatment.

Constitutive internalization assay by ELISA: HEK293T cells were transfected with
PEI and the following day, cells were transferred to a poly-D-Lysine coated 24 wells
plate (200 000 cells per well). The following day, media was removed and cells were
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washed in ice-cold Buffer A(25 mM HEPES, pH 7.4, 119 mM NacCl, 5 mM KCI, 2 mM
CaCl,, 2 mM MgCl,, 30 mM Glucose). Cells were incubated with anti-Myc antibody
(1:1000 dilution in Buffer A containing 0.2% BSA) for one hour on ice and then washed
3 times in cold Buffer A. Cells were put back at 37°C for two hours. Following
incubation, cells were washed in cold Buffer A and incubated with secondary antibody
(anti-Mouse IgG coupled to horseradish peroxydase — GE) for 45 minutes. Cells were
then washed three times and signal was measured after adding SIGMAFAST™™.

Cell surface ELISA: HEK293T cells were transfected with PEI and the following day
cells were transferred to a poly-D-Lysine coated 24 wells plate (200 000 cells per well).
The day after, cells were treated with either vehicle or 50 uM Dynasore for two hours,
after which the media was removed and cells were washed with ice-cold PBS.  Cells
were then fixed with 3% PFA (in PBS) for 30 minutes on ice, and thoroughly washed
with PBS. ). Cells were incubated with anti-Myc antibody (1:1000 dilution in Buffer A
containing 0.2% BSA) for one hour with light agitation. Antibodies were removed and
cells washed 3 times in PBS. Cells were then incubated with PBS containing the
secondary antibody (anti-Mouse IgG coupled with horseradish peroxidase — GE) for 45
minutes. Cells were then washed three times with PBS and signal was measured after
adding SIGMAFAST™.

Statistical analysis: All statistical analysis were done using GraphPad Prism 5.0.
Analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Dunnett or Tukey tests were used
for multiple comparisons; Dunnett tests being used to compare multiple conditions to a
single control, whereas Tukey tests were used to identify the difference within a group.
Student ¢ tests were performed for pairwise comparison.
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Results
Grb2 as a GABAg; interacting protein

The c-termini of GABAp receptor sub-units have proven to be fertile regions for
interacting proteins. We produced a GST-tagged GBI c-terminus to probe solubilised
mouse brain extracts in search of novel interacting proteins. After purifications, samples
were run on a 2D SDS-PAGE and we identified the SH2 and SH3-domains containing
protein Grb2 as the predominant interacting protein. The interaction was probed using
both a full-length GB1 c-terminus and a shortened version containing the proline-rich
regions (Figure 1A). A representative GST-pulldown is shown in Figure 1B, where Grb2
can interact with both constructs, suggesting the interaction occurs in the distal part of the
c-tail containing the proline-rich motifs.

To confirm this interaction in living cells, we expressed full-length GB1b tagged with
Renilla Luciferase (Rluc) at its c-terminus and Grb2 N-terminally tagged with a yellow
fluorescent protein (YFP-Grb2) in HEK293 cells and probed the interaction using
Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET). Hyperbolic BRET titration curves
revealed a strong constitutive interaction between Grb2 and the wild-type GB1b sub-unit
(Figure 1C). In contrast, when co-expressed with YFP-Grb2, GB2 c-terminally tagged to
Rluc resulted in a marginal non-specific linear BRET signal, consistent with the lack of
P-x-x-P sequence in GB2. Since GBI is usually retained in the ER when expressed
without GB2, we assessed whether this interaction could be restricted to the ER by
mutating the GBI retention site from R-S-R-R to A-S-R-R, which allows robust plasma
membrane targeting of GB1 ( Figure 4A) (34). The maximal BRET signal (BRETmax)
obtained was similar to the one observed with wild-type GB1, suggesting that Grb2 can
interact with GB1b both in the ER and at the plasma membrane.

To determine if Grb2 interacted only with GB1 alone or could form a ternary complex
with the functional GB1-GB2 heterodimer, the BRET between GB1-Rluc and YFP-Grb2
was assess in the presence of non-tagged GB2 that associate with GB1 and promotes its
targeting to the plasma membrane (Figure 4A). As shown in Figure 1C, a saturable BRET
comparable to the one observed between YFP-Grb2 and GB1-Rluc alone was observed.
Consistent with the formation of a complex between YFP-Grb2 and the GABAg
heterodimer, increasing amount of non-tagged GB1 promoted a specific BRET signal
between GB2-Rluc and YFP-Grb2 (Figure 1D) that contrast with the lack of BRET
observe between these two partners in the absence of GB1.

To further investigate whether Grb2 can interact with the functional GABAp heterodimer
at the cell surface, we assessed the effect of agonist stimulation on the Grb2-GABAg
interaction. For this purpose, we stimulated HEK293T cells expressing GB2-Rluc, non-
tagged GB1b and YFP-Grb2. We used GB2-Rluc instead of GB1b-Rluc to lower
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‘background’ signal due to constitutive GB1b-Grb2 signal arising from monomeric
GB1b. As a negative control, we used GB2-Rluc without expressing non-tagged GB1b
and, as expected the BRET signal was similar to background measurements and was not
modulated by baclofen, a specific agonist of the GABAg receptor (Figure 2). The specific
BRET signal observed between GB2-Rluc and YFP-Grb2 in the presence of non-tagged
GBI1, was significantly (P<0,05) increased in a time dependent manner following
baclofen stimulation. These results indicate that Grb2 interaction with the GABApg
heterodimer is influenced by the activity state of the receptor confirming its association
with a cell surface functional receptor.

To determine whether the interaction of Grb2 with the GABApg heterodimer could
influence its activity, the effect of Grb2 overexpression was assessed on the GABAg-
mediated inhibition of the forskolin-stimulated cAMP production. As shown in Figure
S1, Grb2 did not affect the extent of cAMP inhibition promoted by the GABAg agonist,
baclofen. Similarly, no effect of Grb2 was observed on the agonist-stimulated calcium
mobilisation or MAPK activation (data not shown) indicating that Grb2 association with
the receptor does not influence its canonical signalling activity.

Grb2 interacts through the PEST sequence and modulate cell surface expression

The GBI c-terminus contains multiple P-x-x-P sequences that correspond to minimal
SH3 binding domains. Two such overlapping sequences are present within the PEST
domain and are highlighted in Figure 3A. Interestingly, the arrangement of these
sequences also leads to the creation of two overlapping consensus Grb2 binding site of x-
P-p-x-P (35). To assess the role of this region for Grb2 interaction, we mutated each
residues of the entire PEST sequence (amino acids 938 to 949) to alanine to obtain a
GB1bapest mutant. Expression of either the ER-retained GB1bapgsr-Rluc or the ASRR
plasma membrane-targeted mutant form (GB1basrr-apest-Rluc) led to an entire loss of
the Grb2 interaction, as measured by BRET (Figure 3B). Coexpression of the non-tagged
GB2 with GBlbppgst-Rluc did not restore any BRET signal with YFP-Grb2,
demonstrating that the only Grb2 interaction site in the functional heterodimer resides in
the GB1 PEST sequence. Mutation of the PEST sequence did not affect the interaction
between the GABAg sub-units as indicated by the similar BRET observed between GB2-
YFP and GB1-RLuc harbouring or not the APEST mutation (Figure S2). This indicates
that the loss of Grb2 interaction was not the result of a perturbed hetero-dimerization due
to modifications of the coiled-coil region. In addition, these data suggest that the PEST
sequence does not play a role in GABAg heterodimerization.

Despite the lack of effect of the APEST mutation on the heterodimerization, the

mutagenesis of this motif led to a significant reduction of the cell surface expression of
GBI as assessed by ELISA. Such APEST-mediated decrease of GBI1-Rluc cell surface
expression was observed for the WT GBI expressed alone (73+12% decrease, P<0,05),
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co-expressed with GB2 (24+3% decrease, P<0,05) and for the cell surface-targeted
GB1basrr-Rluc mutant form (21£2% decrease, P<0,05). This loss of cell surface
expression did not result from a lower total expression of the receptor since similar
luciferase signals were detected for the constructs harbouring or not the APEST
mutations (Figure S3). These results therefore indicate that the PEST domain plays a role
in the control of GABAg cell surface steady-state level.

Grb2 decrease constitutive internalization of GABAg

To investigate the potential role of Grb2 in the altered cell surface expression resulting
from the APEST mutation, we assessed the effect of increasing amount of Grb2 in
presence of a stable amount of receptor. Cell surface expression of GB1b-Rluc expressed
alone, which is quite low due to its ER retention signal, increased by 125 + 42% (P<0,05)
with Grb2 overexpression (Figure 4B) whereas cell surface expression of the membrane-
targeted GB1basgr-Rluc was increased by 65 £ 7% (P<0,05) at the maximal Grb2
expression (Figure 4C). Even though the cell surface expression of GB1 within the
GABAg heterodimer is already very robust (Figure 4A), Gbr2 overexpression further
increased it by 20 + 3% (P<0,05) (Figure 4D). In contrast, Grb2 had no significant effect
on the cell surface expression of any of the constructs harbouring the APEST mutation
(Figure 4B-D) indicating that this effect necessitates a direct interaction with Grb2. Also
consistent with this notion, cell surface expression of GB2 expressed alone was not
modulated by Grb2 overexpression (Figure S4).

Grb2 mediated modulation of cell surface expression could be due to either increased
forward trafficking from the ER or decreased internalization of the cell surface pool of
receptors. We assessed the constitutive internalization of the GABAp heterodimer by
labeling cell surface GB1 with an anti-Myc antibody at 4°C in cell co-expressing GB2
and by inducing constitutive internalization by a temperature switch to 37°C for 2 hours.
The remaining cell surface receptors were then detected by ELISA and the endocytosis
expressed as percentage of signal loss. The GABAg heterodimer showed a constitutive
internalization of 27 + 3% after two hours, consistent with earlier reports (17, 18). The
GB1bapesT-GB2 dimer was also constitutively endocytosed with a loss of surface
receptor (35+2%) that was greater (P<0,05) than that observed for the wild-type
heterodimer indicating a potential role the Grb2 binding domain in the endocytosis.
Consistent with this hypothesis, overexpression of Grb2 led to a 22% decrease (P<0,05)
of the wild-type heterodimer internalization, while it did not significantly affect the
internalization of the APEST mutant containing heterodimer (Figure 5A). Also
supporting a role for the binding of Grb2 to the PEST domain of GBI in the constitutive
endocytosis of GABAg, inhibition of the internalization with the cell-permeable inhibitor
of dynamin I, Dynasore, restored the cell surface expressions of the APEST mutant forms
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for both GBlbasgr and GB1b containing heterodimer confirming that the reduction in
cell-surface receptor expression resulted from increased endocytosis.

Taken together, these results strongly suggest a role for the PEST sequence and Grb2 in
GABAg receptor cell surface stability and constitutive internalization.
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Discussion

In the present study, we identified Grb2 as a novel interacting partner of GB1 in a GST-
pulldown screen of solubilised rat brains and confirmed the interaction in living cells
using BRET. The interaction could be observed for both the wild-type GB1b retained in
the endoplasmic reticulum, or the retention site mutant GB1basgr targeted to the cell
surface, suggesting that the interaction is not dependent on cellular localization and can
occur at different steps of the trafficking of GB1b.

Grb2 can form a ternary complex with the functional GABAg heterodimer, as shown by
the GB1-dependent interaction between GB2-Rluc and YFP-Grb2 and the observation
that baclofen can increase the measured BRET in a time-dependent manner. The nature
of this increase could be rationalized as either a bigger level of association between the
two partners or a conformational rearrangement between the already interacting proteins.
Considering that Grb2 binding inhibit constitutive endocytosis and that agonist-
stimulation does not mediate internalization, it would suggest that the agonist-induced
change in BRET does not reflect additional recruitment of Grb2 to the receptor complex,
favoring the conformational rearrangement hypothesis While Grb2 does not seem to be
involved in the early stages of canonical signaling, the scaffolding protein could recruit
signaling partners to the activated receptor. Interestingly, Grb2 interacts with proteins
involved in GABAg-mediated transactivation of the insulin-like growth factor 1 receptor
(IGF1R) (36). The most likely candidate for interaction would be the focal adhesion
kinase 1 (FAK1), as its activation is upstream of IGFIR activation and is a known
interacting partner of Grb2 (37). Furthermore, FAKI has been suggested to inhibit
internalization of the matrix metalloprotease MT1 by promoting phosphorylation of
endophilin A2 (38). Further studies will be needed to address this potential role of Grb2
in the recruitment of GABAg accessory proteins.

The observation that Grb2 blunts GABAp constitutive endocytosis is unexpected
considering the classical role of Grb2 in promoting internalization of its receptors
partners. In the case of the EGFR, Grb2 recruitment to an activated receptor promotes E3
ubiquitin ligase Cbl ubiquitination of the receptor and promote epsin-dependent
internalization (29). This was not the case for the GABAg receptor, as the extent of
ubiquitination was not affected by either the APEST mutation or Grb2 overexpression
(Figure S5). Grb2 has also been shown to promote endocytosis by recruiting dynamin-1
to the B2AR in insulin-promoted receptor endocytosis (39). In both mechanisms of Grb2-
mediated internalization, the scaffolding protein is recruited to its receptor partner
through its SH2 domain, whereas recruitment to the GABAg heterodimer is through one
of its SH3 domains. Consistent with the observation of increased GABAg endocytosis in
the absence of Grb2 binding, SH3-domain binding of Grb2 to the dopamine D4 receptor
is implicated in D4 cell surface stability, as mutation of its binding sequence promote
high constitutive endocytosis (40). This suggests that the availability of the different
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Grb2 SH2 or SH3 domains leads to differential recruitment of accessory proteins
implicated in receptor endocytosis.

While our observations support a role for Grb2 in increasing cell surface expression of
GABAGg through inhibition of its constitutive endocytosis, a contribution toward forward
trafficking of the receptor cannot be discounted, especially considering that Grb2 can
interact with the ER-retained form of GB1. The Grb2 binding site on GB1 overlap the
binding sequence of the GABA, receptor y2S sub-unit, which also promote cell surface
expression of GABAg (10). This binding motif is proximal to the R-X-R retention site
located at the end of the coiled-coil region, which has been shown to be important to
bypass ER-retention (6), although formation of any coiled-coil interaction is not
sufficient to promote cell surface targeting by itself, as only the GB2 sub-unit is able to
both form the coiled-coil structure and promote cell surface expression (5). Other
proteins interacting through a coiled-coil interaction with GBI, such as Marlin-1 and
ATF4 do not promote forward trafficking (14, 41), suggesting that the coiled-coil
interaction formed in those cases is structurally distinct from the one observed with GB2.
Consistent with this notion, it has been suggested that the conformation of the retention
site and its distance from the plasma membrane are important for ER retention (42), and
binding of proteins to the proximal PEST sequence could play a role in disrupting this
important conformation, possibly suggesting a mechanism by which Grb2 could
modulate forward trafficking.

Overexpression of Grb2 led to an increase in the small, but detectable amount of wild-
type GB1b at the cell surface in absence of GB2. While most studies agree that both
GB1 and GB2 are necessary to form a functional GABAp receptor, it has been observed
that GBI can signal in the absence of GB2. In GB2-null mice, a small subset of neurons
express cell-surface GB1 that can respond to baclofen and show G; protein dependent
signaling (43) and signaling to the MAP Kinase pathway has been suggested for GBI
expressed alone in HEK293 cells (44). Considering its ability to promote cell surface
expression of GB1 expressed alone, Grb2 could potentially play in a role in GB2-
independent GABAg signaling, although future studies are needed to validate this
hypothesis.

The exact mechanism by which Grb2 can promote cell surface stability has not yet been
characterized. It is interesting to note that the GABA, y2S sub-unit binds the same
region of GB1b, modulate cell-surface expression, and unexpectedly, also allows agonist-
mediated internalization of GABAg (10). This observation is inconsistent with multiple
reports suggesting GABAg does not internalize following agonist stimulation, even in
neurons where y2S would be coexpressed, and thus would seem to be an exception to
normal receptor regulation. Nevertheless, combined with our results, this suggests that
the PEST sequence of GBI and its interacting partners, including Grb2, are important in
regulating GABAg cell surface stability. Whether this regulation of cell surface density

181



by both constitutive and induced endocytosis could influence the synaptic activity of
GABAg remains to be further investigated.
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FIGURE 1: GB1 can interact with Grb2 in vitro and in vivo. A, Schematic
representation of the GST-tagged constructs of the GBIl c-tail used. B) Solubilised
mouse brain was subjected to purified GST (lane 1), GST-GB1(875-961) (lane 2) or
GST-GB1(917-961) (lane 3) and pull-downed. Total input (5%) and pull-downed
samples were separated on SDS-PAGE and proteins detected using the indicated
antibodies (anti-Grb2 (top panel) and anti-GST (lower panel)). C, HEK293 cells were
transfected with stable amount of Myc-GB1-Rluc (A),Myc-GB1basgr-Rluc (W), Myc-
GBI1b-Rluc + HA-GB2 (V) or HA-GB2-Rluc (O) with increasing amount of YFP-
Grb2. The data points obtained in two independent experiments were pooled and used to
generate the curves. D) HEK293 cells transfected with stable amount of HA-GB2-Rluc
and YFP-Grb2 were co-expressed with increasing amount of non-tagged Myc-GB1b.
Results are the mean + SEM of three independent experiments

Figure 2: Baclofen treatment promotes BRET increase in Grb2-GABAg complex.
BRET signal was measured in HEK293 cells transfected with HA-GB2-Rluc, YFP-Grb2
and either pcDNA3 or non-tagged Myc-GB1b after treatment with vehicle (basal) or 100
uM Baclofen for the indicated time. Results are the mean = SEM of three independent
experiments performed in triplicates. (*P<0,05)

Figure 3: GB1 PEST sequence contains the Grb2 interaction site. 4, Schematic
representation of the wild type GB1b-Rluc construct and the GB1bapgst-Rluc constructs.
B, BRET signal was measured in HEK293 cells transfected with Myc-GB1-Rluc, Myc-
GBI1basrr-Rluc, Myc-GB1b-Rluc+ HA-GB2 or their mutated APEST counterparts.
Luciferase and YFP values were similar for all conditions. Results are the mean + SEM
of three independent experiments. (* : P<0,05)

Figure 4: Grb2 modulate GABAg receptor plasma membrane expression. 4, HEK293
cells transfected with Myc-GB1b-Rluc, Myc-GB1basgr-Rluc, Myc-GB1b-Rluc+ HA-
GB2 or their APEST counterparts were subjected to cell surface ELISA using anti-myc
9E10 antibody. Results are the mean = SEM of three independent experiments
performed in quadruplicates. B-D, HEK293 cells transfected with Myc-GB1-Rluc (B),
Myc-GB1basgr-Rluc (C), Myc-GBl1b-Rluc+ HA-GB2(D) or their APEST counterparts
were co-transfected with increasing amount of non-tagged Grb2 and subjected to cell
surface ELISA using anti-myc 9E10 antibody. Results are the mean + SEM of three
independent experiments. (*: P<0,05)

Figure 5: Grb2 decreases GABAg receptor constitutive internalization. 4, HEK293
cells expressing HA-GB2 and either Myc-GB1b-Rluc or Myc-GB1bapgst-Rluc  were
labeled with anti-Myc 9E10 antibody for one hour on ice. Internalization was induced by
temperature switch to 37°C for two hours. Receptor amount remaining at the cell surface
were measured by ELISA. The results are presented as a mean = SEM of at least three
independent experiments performed in quadruplicates. B, HEK293 cells transfected with
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Myc-GB1-Rluc, Myc-GBlbasrr-Rluc, Myc-GB1b-Rluc+ HA-GB2 or their APEST
counterparts were treated with either vehicle or 50 uM Dynasore for two hours, after
which they were subjected to cell surface ELISA using anti-myc 9E10 antibody. Results
are the mean £ SEM of three independent experiments performed in quadruplicates.
(*P<0,05)

Figure S1: Grb2 does not modulate GABAg mediated cyclise inhibition. HEK?293
cells transfected with Myc-GB1b, HA-GB2, GFP-EPAC-Rluc2 and either empty
vector(pcDNA3) or Grb2 were treated with either vehicle (basal), 10 uM Forskolin or 10
uM Forskolin + 100uM Baclofen for 5 minutes before BRET signal was measured.
Results are the mean + SEM of three independent experiments performed in duplicates.

Figure S2: PEST sequence mutation does not affect GB1b-GB2 interaction. HEK293
cells were transfected with HA-GB2-YFP and either Myc-GB1b-Rluc or Myc-GB1 spgst-
Rluc and were subjected to BRET measurement. Results are the mean = SEM of three
independent experiments performed in triplicates.

Figure S3: PEST mutation does not affect total level of expression of GABAg.
HEK?293 cells transfected with Myc-GB1-Rluc, Myc-GB1basrr-Rluc, Myc-GB1b-Rluc +
HA-GB2 or their APEST were read for total luminescence. Results are the mean = SEM
of three independent experiments performed in triplicates.

Figure S4: Grb2 does not promote GB2 cell surface expression. HEK293 cells
transfected with HA-GB2 were co-transfected with increasing amount of non-tagged
Grb2 and subjected to cell surface ELISA using anti-HA 12Ca5 antibody. Results are the
mean + SEM of three independent experiments.

Figure S5: Grb2 and the PEST sequence are not implicated in GABAg
ubiquitination. 4, HEK293 cells expressing the indicated wild type (WT) or APEST
GABAGR sub-units and either MonoUbi-YFP or UbiAA-YFP were measured for BRET
signal.  UDbiAA-YFP signal was subtracted from MonoUbi-YFP signal to obtain the
specific ubiquitination BRET. The results are presented as a mean = SEM of at least three
independent experiments performed in quadruplicates. B, HEK293 cells expressing the
indicated GABAg sub-units and either empty vector (pcDNA3) or non-tagged Grb2 were
measured for BRET signal. The results are presented as a mean &= SEM of at least three
independent experiments performed in quadruplicates.
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Figure S1
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Figure S4
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Discussion

Discussion générale

Le controle de la signalisation cellulaire liée au récepteur GABAg a ¢été démontré
comme étant anormal pour un RCPG. Une étude des protéines d’interaction du récepteur est
essentielle pour approfondir nos connaissances sur les mécanismes moléculaires régulant la
disponibilit¢ du récepteur et son ¢état d’activation potentiel autant au niveau basal qu’en

réponse a divers stimuli.

Les publications soumises dans cette thése nous ont permis d’¢lucider diverses
interactions protéiques controlant 1’activation et I’expression a la surface du récepteur
GABAg. Premiérement, nous avons déterminé un mécanisme de désensibilisation du
récepteur impliquant 1’activation de PKC et I’interaction avec la protéine NSF, ou I’interaction
de cette derniere est importante pour I’activation de PKC, et ou I’activation de PKC contrdle
par la suite I’association entre NSF et le récepteur. Deuxiémement, nous avons observé le role
d’USP14, indépendant de son activité¢ de déubiquitination, dans la dégradation lysosomale du
récepteur GABAg. Finalement, nous avons caractérisé la liaison de la protéine Grb2 au
récepteur en identifiant sa région d’interaction et son rdle dans la stabilisation du récepteur a la

membrane plasmique.

La désensibilisation de GABAg : implication de NSF et PKC

Aprés avoir découvert Dinteraction de NSF a GABAp, par la méthode de
complémentation chez la levure, des expériences de liaison in vitro avec une protéine GST-
fusionnée avec le domaine carboxyl-terminal de GABAg; nous ont permis de confirmer cette
interaction. Nous avons identifi¢ NSF comme une protéine interagissant avec les deux sous-
unités du récepteur, étant aussi en mesure de lier la queue carboxyl-terminale de GABAg;.
Ces expériences dans des conditions contrdlées nous ont permis de déterminer que la liaison
de NSF aux sous-unités GABAg est dépendante de son état de liaison et d’activité d’hydrolyse
de I’ATP. Dans son rdle classique dans le mécanisme de fusion membranaire, NSF nécessite

la liaison de I’ATP pour lier son substrat (231). C’est donc pour cela que nous avons bloqué
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cette hydrolyse en complémentant I’ATP avec de I’EDTA, ou en utilisant simplement un
analogue non hydrolysable, I’ATPyS. L’inhibition de I’activité catalytique par le NEM inhibe
aussi I’interaction avec les queues carboxyl-terminales du récepteur, bien que le NEM soit une
molécule non spécifique qui pourrait modifier plusieurs €léments du systéme. Ces résultats
suggerent que 1’activité catalytique de NSF est essentielle a sa liaison avec GABAg et que le
mode de liaison observé est comparable a la liaison de NSF aux SNARE, ou il est en mesure

d’activement désassembler le complexe, laissant présager un role similaire sur GABAg.

Phosphorylation

o/B-SNAP

Signalisation
Désensibilisation
Régulation négative

Figure 21 : Mécanisme d’action proposée pour le désassemblage du domaine coiled-coil de
GABAj par NSF et o/B-SNAP. L’ouverture du coiled-coil permettrait 1’acces a des sites de
phosphorylation et/ou a des sites d’interactions protéiques, par exemple ceux d’ATF4 et de

CHOP.

Le modele que nous proposons (voir figure 21) est donc que le récepteur a 1’état basal

est pré-associé a la protéine G et NSF. La stimulation par I’agoniste active le récepteur,
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permettant 1’activation Py-dépendante de PKC, qui vient phosphoryler différentes
composantes du complexe, incluant le récepteur lui-méme. Cette phosphorylation active
NSF/SNAP, ce qui favorise le désassemblage de la structure coiled-coil. Le coiled-coil séparé
devient une cible potentielle d’interaction pour plusieurs protéines, incluant 14-3-3(, qui
s’insére et bloque le réassemblage de la structure et maintient le récepteur dans un état
désensibilis¢ (332). Cette ouverture pourrait aussi permettre la régulation de voies de
signalisation secondaires, par exemple par le recrutement d’ATF4 ou CHOP, permettant la
régulation de la transcription (289), ou de Marlin-1, permettant le transport de I’ARNm ou sa
traduction locale a la synapse (330, 331). Il a été suggéré que I’activation de GABAg pouvait
réguler positivement (289) ou négativement (326) I’activité transcriptionnelle d’ATF4, activité
classiquement 1i¢ a celle de CHOP dans I’induction de ’apoptose (342). Considérant que
GABAg posseéde un role anti-apoptotique (290), une hypothése serait que 1’ouverture du
coiled-coil permet la séquestration d’ATF4 et de CHOP, inhibant ainsi leur activité

transcriptionnelle pro-apoptotique.

Plusieurs expériences nous permettent de soutenir un modele ou NSF désassemble la
structure coiled-coil du récepteur GABAg, tel que présenté a la figure 21. Les expériences de
co-immunoprécipitation dans les cellules CHO nous ont permis de déterminer que NSF était
en mesure de lier autant les sous-unités de fagon indépendante que lorsqu’elles sont
assemblées sous forme d’hétérodimere. Cela suggere que NSF lie le récepteur d’une fagon
différente des autres protéines d’interactions du domaine coiled-coil, telles ATF4 (326),
Marlin-1 (330), 14-3-3 (294) et CHOP (300), car celles-ci sont typiquement compétitives a
I’interaction GABAg;-GABAg;. Cette liaison conjointe aux deux sous-unités, pouvant étre
mesurée a la membrane plasmique et étant modulée par la stimulation du récepteur, s’ajoute
aux évidences biochimiques sur I’importance de I’ATP dans la liaison pour supporter un
modele ou NSF agit sur GABAg dans un mécanisme similaire a ce qu’on observe sur les
SNARE. Dans ce mode¢le, I’hexamére NSF se lie autour d’une structure coiled-coil comme un

baril, permettant de désassembler la structure superhélicale (233).

Les résultats présentés en annexe 1 suggerent 1’identité des séquences d’interaction de
NSF sur chacune des sous-unités du récepteur GABAg. La figure 22 représente une vision

schématique du coiled-coil GABAgp-GABAg,, montrant la localisation prédite des acides
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aminés impliqués dans I’interaction. Des études de mutations des résidus extérieurs au zipper
de leucines suggérent que les acides aminés D806, K807 et D808 de GABAp; sont importants
pour la liaison de NSF. Des ¢études de délétions séquentielles sur la queue de GABAg;
suggerent que la région des acides aminés 886-903 est essentielle a liaison de NSF (Figures 3-
4 de ’annexe 1). Il est intéressant de constater que les acides aminés E892, K893 et E894
sons situés dans la région d’interaction de NSF a GABAGg,. Dans la structure tridimensionnelle
du coiled-coil, ces trois résidus occupent les positions miroirs des résidus D806, K807 et D80S
de GABAg,, ce qui peut suggérer une symétrie entre les sites de liaisons sur les deux sous-
unités du récepteur, considérant les propriétés similaires du glutamate et de ’aspartate. Les
résidus identifiés sur GABAp; et suggérés sur GABAg; sont localisés sur le coiled-coil de
facon a projeter leurs chaines latérales vers 1’extérieur, supportant un role avec une protéine
pouvant lier le coiled-coil, et la symétrie observée concorde avec la structure de baril
symétrique formé par I’hexamére NSF, qui créerait alors des sites d’interactions miroirs.
Supportant cette hypothese, les sites de liaison de NSF sur d’autres récepteurs possédent une
certaine similarité a celui observé sur GABAg;, possédant généralement des résidus chargés
positivement essentiels a la liaison. Sur la sous-unité B1 du récepteur GABA, NSF interagit
avec une région (acides aminés 395-415) possédant 8 résidus basiques (arginines et lysines)
(343) et sur la sous-unit¢ GluR2 du récepteur AMPA, la séquence de 11 acides aminés
impliqués dans I’interaction a NSF contient elle aussi 4 résidus basiques (239). Dans le cas
des interactions de NSF a des RCPG, on ne semble pas retrouver des séquences de ce type,

laissant présager un mode de liaison possiblement différent (163, 241, 243, 344).

Les résultats en annexe (Figure 5) démontrent aussi la liaison in vitro de la queue
carboxyl-terminale de GABAg; aux protéines o et f-SNAP purifiées dans un essai de GST-
pulldown. Considérant le role classique des SNAP comme cofacteurs importants de I’activité
ATPasique de NSF dans le désassemblage des SNARE (230), ce résultat soutient le modele ou
NSF agit sur GABAgp de facon a désassembler la structure coiled-coil. Similairement, o/f-
SNAP interagissent aussi avec la protéine PICKI1 et sont essentiels au désassemblage du
complexe entre cette dernicre et le récepteur AMPA qui implique la protéine NSF (239). Des

expériences supplémentaires ont été¢ tentées pour soutenir le modele de désassemblage du
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coiled-coil de GABAg, mais des limitations techniques n’ont pas permis d’obtenir des

résultats concluants. Il reste donc a valider I’hypothése du désassemblage expérimentalement.
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Figure 22 : Représentation schématique du coiled-coil entre GABAg; et GABAg,. Les résidus
en rouge sont ceux ayant été identifiés comme site d’interaction entre GABAp, et NSF.

Adapté des résultats de (345) et de figures non-publiées de la Dre Stéphanie Pontier.

Modulation de I’interaction entre NSF et GABAg

L’interaction entre NSF et ses substrats semble pouvoir étre modulée par
plusieurs types de modifications post-traductionnelles de la protéine. La S-nitrosylation de
trois résidus cystéine sur NSF inhibe son activité, ce qui la bloque sur son substrat (234, 346).
Cet effet est observable autant au niveau des complexes SNARE que sur I’interaction avec le
récepteur AMPA. NSF posséde aussi plusieurs sites de phosphorylations étant en mesure de
réguler son activité. La phosphorylation de la sérine 237 par PKC inhibe la liaison de NSF au
complexe SNARE (347), tandis que la phosphorylation de la sérine 460 et de la thréonine 461

par PKCe augmente 1’activité ATPasique de NSF, ce qui promeut sa dissociation du récepteur
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GABAA (348) . Sachant que PKC est intimement lié au mécanisme de régulation de
I’interaction NSF-GABAG, il est intéressant de spéculer sur I’importance de ses sites dans le
role de NSF sur GABAg. Nous n’avons pas ¢té en mesure de détecter de phosphorylation de
NSF par marquage métabolique (données non publiées), ce qui suggere que la dissociation de
NSF du récepteur GABAg n’est pas médiée par la phosphorylation de NSF. Cela dit, il est
possible que cette phosphorylation soit présente, mais temporaire, et que nous n’ayons pas été
en mesure de ’observer dans nos conditions expérimentales. Il est aussi possible que la
phosphorylation de NSF par PKC ne soit pas impliquée dans la régulation de GABAg.
L’utilisation de mutants de NSF ne pouvant pas étre phosphorylés permettrait d’évaluer la

contribution de ces sites a la régulation du récepteur.

Nous avons cependant ét¢ en mesure de détecter une phosphorylation PKC-
dépendante du récepteur en réponse a une stimulation au PMA ou au GABA. Cela pourrait
suggérer que la phosphorylation de la protéine cible de NSF pourrait réguler la liaison et/ou
I’activité de celle-ci. Il est connu que SNAP25, un SNARE, peut étre phosphorylé par PKC,
mais dans ce cas, cette phosphorylation ne semble pas moduler I’interaction avec NSF (349).
Les cofacteurs SNAP peuvent aussi étre phosphorylés, entre autres par PKA, modulant leur
capacité a lier NSF et accélérer son activité ATPasique, ce qui pourrait faire d’eux une autre
cible de régulation du complexe NSF-GABAg (350). Nous n’avons cependant pas évalué la
phosphorylation des SNAP dans la régulation de GABAg a ce jour, mais considérant leur
liaison a GABAg, il est possible que leur phosphorylation soit importante dans la régulation du

complexe NSF-GABAg.

NSF peut aussi étre phosphorylée sur la tyrosine 83 par les kinases Fes et Fer, ce qui
bloque I’interaction avec les SNAP, inhibant de facto 1’activité ATPasique (351). Les
phosphatases PTP1B et PTP-MEG2 sont en mesure d’activer NSF en déphosphorylant ce site,
permettant la liaison des SNAP (352). CaMKII est aussi impliquée dans la phosphorylation de
NSF, mais le site de phosphorylation n’est pas encore connu, et aucun role n’y a été découvert
a ce jour (350). Il est intéressant de constater que le récepteur GABAg peut lui-méme étre
réguler par CaMKII au niveau de son internalisation (314), et qu’il est aussi en mesure
d’activer des voies d’activation impliquant des tyrosines kinases de type solubles (290), ce qui

peut laisser présager d’autres éléments de régulation du complexe NSF-GABAg que nous
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n’avons pas encore évalués. Cela laisse présager un mode de régulation complexe de
I’interaction ou plusieurs voies de signalisation, dépendantes ou indépendantes de 1’activité du

récepteur GABAg, permettent de contrdler le niveau de désensibilisation du récepteur.

L’activation de PKC par GABAg est sensible a I’interaction de ce dernier avec NSF,
car I'utilisation d’un peptide bloqueur (Pep27) de I’interaction meéne a une perte de 1’activation
de PKC. Ce résultat suggére donc une boucle de rétroaction, ou NSF est nécessaire pour
activer PKC, et ou PKC vient ensuite «activer» NSF a son tour pour désensibiliser le
récepteur. Il est cependant difficile de proposer un modéle moléculaire précis de ce
mécanisme d’activation. Il est fortement suggéré dans la littérature que ’activation de PKC
par les protéines Gai,, protéines G activées par GABAg, passe par le dimere By (353),
contrairement a I’activation classique de PKC qui est médiée par la protéine Gag. Il est connu
que la partie proximale de la membrane de la queue carboxyl-terminale de GABAg, contribue
au couplage du récepteur a la protéine G hétérotrimérique, possiblement par I’entremise
d’interaction avec le dimére Py (354). 1l est donc possible que la présence de NSF stabilise une
conformation active du récepteur qui permet une interaction optimale entre la queue carboxyl-
terminale de GABARp; et la protéine G, permettant 1’activation des voies PBy-dépendantes. En
absence de NSF, la queue carboxyl-terminale de GABAgp; serait dans une conformation
suboptimale, et I’activation des voies de signalisation By serait donc affectée. Dans le cas d’un
récepteur désensibilisé par PKC, la perte de I’interaction, combinée a la phosphorylation du
récepteur, pourrait expliquer la perte d’activité du récepteur sur 1’ensemble des voies de

signalisation dépendantes de la protéine G.

Il reste bien stir & découvrir le role précis de PKC dans ce mécanisme, ainsi que
I’implication des SNAP. Il serait intéressant de mesurer la phosphorylation de la sérine 460 et
de la thréonine 461 de NSF, celles-ci étant phosphorylées par PKCe et ayant un réle similaire
a celui observé. Des anticorps spécifiques a ce site de double phosphorylation ont été créés, ce
qui devrait permettre une méthode de détection plus sensible qu’un marquage métabolique
(348). De plus, ce mécanisme a été¢ observé dans le cadre de I’interaction GABA-NSF, ce
qui pourrait laisser présager un role plus vaste de PKC (ou plus spécifiquement PKCe) dans la
régulation générale des voies de signalisation GABAergiques, €tant en mesure de controler

I’association de NSF aux deux types de récepteurs du GABA. Dans les deux cas, la
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dissociation de NSF entraine une régulation a la baisse du signal, induisant la désensibilisation

de GABAg et ’internalisation de GABAA,.

Dans le cadre du modeéle que I’on propose, on constate que certains stimuli pourraient
donc stabiliser I’interaction du récepteur avec NSF, ce qui devrait bloquer ou retarder la
désensibilisation. La S-nitrosylation et la phosphorylation de la tyrosine 83 seraient deux
mécanismes qui pourraient stabiliser [’interaction NSF-GABAp, bloquant [’activité
ATPasique. A noter que la synthése d’oxyde nitrique par la nNOS est stimulée par le
récepteur GABA4 (355), ce qui pourrait permettre une sensibilisation du récepteur GABAg co-
activé en parallele. Un mécanisme de régulation croisée entre les deux voies de signalisation
permettrait a GABAp d’étre actif plus longtemps avant d’étre désensibilisé, amplifiant la

réponse neuronale au GABA.

De plus, il serait intéressant de tester de possibles différences au niveau de la
régulation du récepteur selon sa localisation pré ou post-synaptique. Considérant les
différentes voies de signalisation activées, on pourrait s’attendre a une désensibilisation qui est
distincte. De plus amples expériences seront toutefois nécessaires afin de bien comprendre

comment ce phénomene est modulé par la localisation synaptique.

Autres roles possibles de NSF

Il faut aussi noter qu’avec 1’ensemble des autres protéines qui interagissent de fagcon
compétitive au niveau du coiled-coil des sous-unités GABAg (ATF4, CHOP, Marlin-1)(289,
300, 330), une autre hypothése serait que NSF est nécessaire pour désassembler ces
complexes, pouvant ainsi permettre a 1’hétérodimere de former le domaine coiled-coil
GABA5g-GABARg; favorisant leur transport a la membrane. En ce sens, on note que la majorité
de ces interactions ont été détectées dans le RE, et que NSF est aussi en mesure d’interagir
avec les sous-unités a ce niveau. Cela s’avérerait une hypothése intéressante que NSF soit en
mesure de contrdler la formation du coiled-coil autant que son désassemblage. Il est
cependant difficile de suggérer quel serait le stimulus qui initierait I’activité de NSF pour
promouvoir cette action, surtout au sein du RE. Néanmoins, on observe qu’une stimulation a
la membrane du récepteur mene a une perte quasi compléte de I’interaction avec NSF, incluant

les récepteurs retenus dans le réticulum. Cela pourrait donc suggérer un mécanisme ou
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I’activation a la membrane plasmique stimule I’activité de NSF sur un complexe GABAg;-
interacteur intracellulaire, permettant 8 GABAg; de dimériser avec GABAg; et favorisant un
trafic des réserves intracellulaires vers la membrane, augmentant la densité a la surface. Dans
ce cadre, I’¢lément limitant le trafic serait la formation du coiled-coil spécifique GABAg;-
GABAGg;. Il faut noter que ce modele est purement spéculatif, car nous n’avons jamais testé la
présence de NSF dans un complexe ternaire d’une sous-unit¢ GABAg et un partenaire

d’interaction intracellulaire.

Controle de la densité a la membrane plasmique par I’internalisation

L’¢tude du role de NSF sur les récepteurs membranaires semble suggérer une
implication au niveau de la stabilit¢é membranaire des récepteurs, de I’internalisation et du
recyclage. En effet, autant sur le récepteur AMPA (356) que GABA, (343, 357), NSF
possede un site d’interaction compétitive au complexe AP-2, complexe de recrutement de la
clathrine et promoteur de I’internalisation. Dans les deux cas, ces interactions sont modulées
par PKC (238, 348). 1l a été suggéré que GABAg pouvait interagir avec AP-2 (303), et nous
avons €té en mesure de mesurer I’interaction entre GABAg, et AP2 en BRET (Figure 6 de
I’annexe 1). Cette interaction est beaucoup plus forte lorsque le site d’interaction GABARg;-
NSF est muté, suggérant que la perte de ’interaction avec NSF permet une interaction plus
forte a AP-2. Dans le méme sens, la surexpression de NSF méne a une diminution du signal
entre AP-2 et le récepteur de type sauvage, mais n’a pas d’effet sur le récepteur mutant ne
pouvant plus lier NSF. De plus, la surexpression de NSF mene effectivement a une
diminution de I’internalisation constitutive de 1’hétérodimere (Figure 7 de 1’annexe 1). Cela
semble donc contradictoire avec nos résultats qui suggerent que la stimulation du récepteur par
le GABA meéne a une dissociation de NSF, mais ne méne pas a une internalisation du
récepteur. Il est possible que 1’action de dissociation induite par le GABA n’ait pas le méme
effet que ’absence d’interaction initiale. En ce sens, le récepteur désensibilisé a perdu son
interaction avec NSF, tandis qu’un récepteur qui n’interagit pas avec NSF au départ (par
inhibition par pep27) est actif, mais n’est pas en mesure d’étre désensibilis¢, suggérant que le
potentiel d’activation du récepteur n’est pas dépendant de son interaction a NSF, mais sa
propension a étre inactivé peut 1’étre.  Pour expliquer I’absence d’internalisation promue par

I’agoniste, nous pourrions suggérer que 1’action de NSF sur le récepteur ne le rend pas propice
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a Dinteraction avec AP-2, ou qu’il nécessite potentiellement un facteur supplémentaire absent
dans nos conditions. En ce sens, il serait intéressant de tester le role de NSF sur
I’internalisation de GABAp induite par le glutamate (323), permettant ainsi de mesurer

I’action de NSF sur un signal d’internalisation plus fort et inductible.

NSF a aussi été impliqué dans un role de contrdle de la diffusion latérale du récepteur
AMPA au sein des neurones (358, 359). La localisation membranaire précise est d’une
importance capitale pour les récepteurs neuronaux. Un récepteur ionotropique doit étre a la
synapse pour pouvoir permettre 1’entrée d’ions et moduler le potentiel membranaire. C’est
pourquoi plusieurs de ces récepteurs sont ancrés a cet endroit par des interactions avec des
protéines PDZ, qui vont souvent elles-mémes étre liées au cytosquelette (360). Il est suggéré
que le role de NSF a ce niveau est de désassembler le complexe PICK1-GluR2, ce qui permet
I’interaction avec les protéines PDZ ABP ou GRIP, qui stabilise alors le récepteur a la synapse
(237). Le récepteur GABAg diffuse trés lentement dans les neurones, ce qui suggere qu’il
peut aussi étre associé au cytosquelette. Il a été proposé qu’une région de la queue carboxyl-
terminale de GABAg; contrdle cette stabilité (361). Il est intéressant de noter que cette région
a été suggérée comme région d’interaction avec la B-filamine, une protéine associée au
cytosquelette d’actine (335). Une hypothése serait donc que I’interaction de NSF au récepteur
serait en mesure de contrdler sa localisation membranaire, possiblement par son attachement
au cytosquelette. Il n’est pas encore clair si ce role serait dii a ’action directe de NSF ou

seulement par sa compétition avec d’autres protéines d’interaction, incluant la B-filamine.

L’ensemble des hypothéses avancées précédemment repose sur I’action de NSF en tant
que modulateur de ’activité du récepteur, mais il est possible de voir la situation de fagon
inverse, ou le récepteur module I’activité de NSF pour avoir un effet cellulaire. NSF est une
composante essentielle de la cellule, étant nécessaire pour le processus de fusion membranaire
et donc pour I’ensemble des processus de transport vésiculaire. Le récepteur GABAg est
quant a lui connu pour inhiber la relache de neurotransmetteur a la membrane présynaptique,
un processus qui repose sur la fusion contrélée de membranes. L’action connue de GABAg
repose sur deux effets distincts : I’inhibition des canaux calciques dépendants du voltage par le
dimere Py, bloquant ainsi I’entrée de calcium nécessaire a la fusion membranaire, ainsi que

I’inhibition de ’arrimage des vésicules de sécrétion a la membrane plasmique par diminution
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de la quantit¢ d’AMPc (287). On peut cependant envisager que GABAp pourrait aussi
directement moduler NSF et les SNAP pour controler les processus de fusion et d’arrimage
des vésicules. Un premier mécanisme hypothétique serait que GABAg pourrait séquestrer
NSF, I’empéchant d’aller agir sur les complexes SNARE. Cela nécessiterait que la quantité de
NSF présente a la synapse soit limitante. Sachant que I’interaction de NSF au complexe cis-
SNARE peut étre inhibée par la phosphorylation de sa sérine 237 par PKC, I’activation du
récepteur et subséquemment de PKC pourrait inhiber la liaison aux SNARE, bloquant 1a aussi
I’arrimage des vésicules. Il sera intéressant d’étudier plus en détail ces possibilités pour

établir le spectre de régulation du couple NSF-GABAg.

USP14 comme protéine d’interaction de GABAg: déubiquitination et

dégradation

Le deuxiéme manuscrit soumis dans cette thése traite des mécanismes liés a la
dégradation du récepteur GABAg. A 1’aide d’un criblage par complémentation chez la levure,
nous avons identifié la déubiquitinase USP14 comme protéine d’interaction de la deuxieme

boucle intracellulaire de GABAR;.

I1 avait précédemment été suggéré que le récepteur GABAg peut étre ubiquiting, et que
cette ubiquitination est impliquée dans sa régulation négative par le glutamate (362). En effet,
une stimulation neuronale soutenue en glutamate diminue fortement la quantité de récepteurs
GABAg, et cet effet est partiellement bloqué par PYR-41, un inhibiteur de la seule enzyme de
conjugaison E1 de I'ubiquitine chez I’humain (363), suggérant que ce processus de régulation
négative nécessite I’apport de voies d’ubiquitination. De plus, des peptides ubiquitinés des
deux sous-unités ont été récemment découverts dans un criblage protéomique de cerveaux de
rat (207). Ce criblage a déterminé que les lysines 887 et 905 de GABAg;, et 771 et 801 de
GABAg; pouvaient étre des substrats d’ubiquitination. La lysine 771 de GABAg; a aussi été
identifiée comme un substrat de 1’ubiquitine ligase E3 Hrdl dans les processus d’ERAD,
suggérant un réle physiologique a cette ubiquitination (338). Sachant que le controle de la
densité de récepteur a la surface est primordial au bon fonctionnement des neurones et que le
récepteur semble sujet a I’ubiquitination, nous nous sommes intéressés a la régulation possible

du récepteur GABAj par I'ubiquitination, ainsi que par la déubiquitinase USP14.
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Nous avons utilisé une technique développée au laboratoire permettant de mesurer
I’ubiquitination par BRET (205). Nous avons constaté qu’a 1’état basal, autant les deux sous-
unités monomériques que le récepteur hétérodimérique sont fortement ubiquitinés. Cette
ubiquitination est amplifiée par ’activation de PKC, mais pas par le GABA. Considérant
I’absence de régulation négative induite par I’activation par le GABA (301, 303), ce constat
n’est pas surprenant. En effet, bien que 1’activation soutenue du récepteur GABAg semble
induire une certaine diminution de la quantité¢ de récepteur a trés long terme (301), aucune
accélération de I’internalisation n’est induite par I’agoniste. Cependant, nous démontrons que
’activation de PKC a comme effet d’accélérer la dégradation du récepteur et d’augmenter son
internalisation. Il est déja connu que PKC est en mesure de réguler négativement le récepteur
(364), incluant par la phosphorylation et la désensibilisation (302), il est donc tentant de
spéculer que cette phosphorylation pourrait induire 1’ubiquitination, car il a aussi souvent été
démontré que la phosphorylation par PKC d’un substrat pouvait induire son ubiquitination

(365, 366).

Nous pouvons aussi spéculer sur le role de 1’ubiquitination dans le processus
d’internalisation. L’ubiquitination de la B-arrestine en réponse a 1’activation de plusieurs
RCPG (209), et ’'ubiquitination directe de plusieurs RTK, incluant ’EGFR, sont des étapes
importantes de 1’internalisation dans ces situations respectives (197). Considérant I’absence
de recrutement de la B-arrestine par GABAg, un mécanisme possible de recrutement de la
machinerie d’endocytose serait par le biais de I’ubiquitination et le recrutement des protéines
de la famille epsin/Epsl5. Les protéines de la famille epsin/Epsl5 sont des protéines
d’échafaudage étant en mesure de lier I’'ubiquitine et de recruter le complexe d’internalisation
AP-2 (367). Cette hypothése est supportée par 1’augmentation de ’ubiquitination observée
suite a un traitement avec le Dynasore, inhibant I’internalisation. Cela démontre qu’une partie
de I’'ubiquitination du récepteur est en amont de 1’endocytose. De plus, la stimulation au PMA
induit ’ubiquitination du récepteur prend place en amont de I’internalisation. Il est donc
facile d’imaginer qu’une augmentation de 1’ubiquitination de GABAg a la surface augmente

ses chances de recruter 1’epsin, lui permettant d’étre recruté aux puits de clathrines.

Une question que nous n’avons pas abordée expérimentalement, mais qui sera

importante, est le type d’ubiquitination que subit le récepteur. En effet, la détection par le
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BRET ne permet pas de déterminer si nous observons de la monoubiquitination, de la
multimonoubiquitination ou différentes formes de polyubiquitination. Considérant I’étude de
«I’ubiquitomey» du cerveau de rat, quatre sites potentiels d’ubiquitination de GABAg ont été
identifiés, suggérant une multiubiquitination du récepteur. Ce type d’étude de protéomique ne
permet toutefois pas de différencier la monoubiquitination de la polyubiquitination, il est donc
possible que le récepteur subisse une forme plus complexe d’ubiquitination. Il sera intéressant
de tenter d’identifier le type d’ubiquitination observée, car cela pourrait permettre d’associer
différents effecteurs par le type de chaine d’ubiquitine pouvant étre liées. Il a aussi été
démontré que les lysines 767 et 771 de la sous-unit¢ GABAg; étaient polyubiquitinées sur la
lysine 48, polyubiquitination généralement associée a la dégradation protéasomale, dans le
processus d’ERAD (338), mais il n’est pas clair que cette ubiquitination est extrapolable a ce
que nous mesurons a la membrane plasmique. En effet, il semble que I'ubiquitine ligase E3
Hrd1 soit responsable de [’ubiquitination liée a I’ERAD, et Hrdl est une protéine résidente du
RE (368). Cependant, il semble que certaines protéines impliquées dans le controle de qualité
du repliement et ’ERAD soient en mesure d’agir sur les protéines mal repliées une fois
qu’elles ont atteint la membrane plasmique, on ne peut donc pas exclure que 1’ubiquitination
de GABAg de surface soit en partie liée a ce processus (369). Nous avons entrepris des

expériences nous permettant d’identifier les potentiels sites d’ubiquitination du récepteur.

Une des questions majeures que notre étude souléve et qui devra étre étudiée est
I’identité de 1’ubiquitine ligase E3 responsable de I’ubiquitination de GABAg. Considérant
qu’il existe plus de 600 ligases E3 différentes, I’identification exacte risque d’étre complexe.
Dans les différents criblages a haut débit effectués a ce jour sur GABAg, aucune ligase E3 n’a
¢té¢ détectée. Il est possible que ce recrutement s’opére via une protéine d’échafaudage,
expliquant 1’absence dans les criblages. Néanmoins, il sera intéressant d’identifier la ou les
ligases E3 impliquées, permettant possiblement de mieux comprendre le mécanisme
moléculaire de 1’ubiquitination et les possibles stimuli précis pouvant la stimuler. Il faut
soulever la possibilité que 1’ubiquitination constitutive soit effectuée par une ligase distincte
de I'ubiquitination dépendante de PKC, ce qui invoquerait ainsi au moins deux mécanismes

distincts.
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L’endocytose promue par [’ubiquitination a souvent ét¢ liée a de la monoubiquitination
ou de la multimonoubiquitination, et plus récemment a de la polyubiquitination sur la lysine
63 (370). La polyubiquitination semble plutot étre importante dans le triage endosomal, entre
autres au niveau de la liaison des différents complexes ESCRT (167). Nous n’avons pas
évalué si le récepteur GABAg interagissait avec cette machinerie dans le cadre de sa
dégradation, mais il s’agirait d’une hypothése logique, qui nous permettrait en plus de
directement lier son ubiquitination a sa dégradation. Nos résultats semblent suggérer un tel
lien, car I’augmentation de 1’ubiquitination par PKC est corrélée a une augmentation de la
dégradation. Un mécanisme similaire a ce que nous observons sur GABAg a été observé sur
le récepteur CXCR4, qui interagit avec USP8, et cette derniére module son triage endosomal
et sa dégradation (218). Dans ce cas, I’ablation par interférence par ARN d’USPS8 bloque le
récepteur ubiquitiné au niveau du complexe ESCRT-0, ce qui est en accord avec les évidences
que le triage endosomal li¢ aux complexes ESCRT nécessite la déubiquitination des substrats

(371).

Nous avons constaté qu’USP14 est bel et bien en mesure de déubiquitiner GABAg, et
que cette action se fait suite a I’endocytose du récepteur. De plus, USP14 accélere la
dégradation du récepteur, et ce méme en absence de son activité enzymatique. Il avait déja été
constaté que USP14 était nécessaire a la dégradation dépendante de 1’agoniste du récepteur
CXCR4, suggérant dans ce cas un cycle ubiquitination-déubiquitination au processus de
dégradation lysosomale (217). Dans ce cas, 1I’expression d’USP14 avait ét¢ diminuée par
interférence par ARN, et Deffet sur la dégradation avait été associé a son activité
déubiquitinase. Il est donc possible que son effet sur la dégradation de CXCR4 soit
indépendant de son activité catalytique, cela n’ayant pas été testé. Au sein du protéasome,
USP14 est lié au processus d’activation de 1’activité protéase, ce qui suggere aussi un role pro-
dégradation, et dans ce cas aussi, ’activité catalytique de USP14 n’est pas nécessaire (195).
En effet, il semble que la simple liaison de la chaine d’ubiquitine a USP14, actif ou non, soit
en mesure d’induire une augmentation de 1’activité protéase du protéasome. Prisent ensemble,
ces évidences semblent supporter un role pour USP14 dans la promotion de la dégradation qui

est indépendant de son activité catalytique.
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Dans le but d’établir la spécificit¢é d’USP14 sur différents RCPG, nous avons
déterminé qu’elle était en mesure de déubiquitiner non seulement GABAg et CXCR4, mais
aussi le récepteur V2 de la vasopressine. Il semble donc qu’USP14 puisse avoir un réle plus
large dans la régulation des différents RCPG. Compte tenu de nos résultats sur GABAg et le
role connu d’USP14 dans la dégradation de CXCRA4, il sera intéressant de tester cette activité
sur un panel plus grand de récepteurs et d’évaluer non seulement la déubiquitination, mais

aussi la dégradation de ces récepteurs.

USP14 est intiment liée a un phénotype d’ataxie observé chez les souris nommées
ataxia, ou la quantit¢ d’USP14 est fortement diminuée par inactivation génétique (372).
Plusieurs défauts neuronaux ont été observés chez les souris ataxia. On remarque un
probléme dans I’arrimage des vésicules de relache de neurotransmetteur (373), diminuant par
ainsi la plasticité synaptique et les mécanismes de mémoire a long terme (374). Ce phénotype
peut étre restauré en surexprimant le mutant catalytiquement inactif d’USP14 (375), suggérant
qu’une partie des effets observés chez la souris ne sont pas dus a I’activité enzymatique et
¢tant compatible avec nos résultats suggérant un réle d’USP14 indépendant de son activité

catalytique.

I1 a été démontré la souris ataxia présente un récepteur GABA possédant «turn-over
modifié, étant moins ciblé a la dégradation, ce qui entraine une augmentation de la densité de
surface du récepteur au détriment des réserves intracellulaires (376). Tout comme dans notre
¢tude, ces travaux ont démontré une interaction directe entre le récepteur GABA, et USP14.
En effet, un peptide bloqueur de I’interaction entre GABAA et USP14 augmente la quantité de
récepteurs observés dans des cellules HEK293, ce qui suppose qu’USP14 est impliqué dans la
dégradation de GABA4. La quantité plus élevée de GABA, a la membrane synaptique mene a
la génération de courants post-synaptiques inhibiteurs plus puissants, diminuant ainsi les
chances du neurone de franchir son seuil d’activation et pouvant étre impliquée dans le
phénotype d’ataxie. Le role d’USP14 au niveau de la dégradation de GABAp suggere un
mécanisme similaire, ou la quantité totale de récepteurs pourrait étre affectée par 1’ablation de

la déubiquitinase, et pourrait contribuer au phénotype d’ataxie.

Au niveau de la plasticit¢ synaptique, 1’arrimage des vésicules a la membrane

synaptique est primordial au mécanisme de relache contr6lée de neurotransmetteur. Le
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récepteur GABAg est fortement impliqué dans cet arrimage par le controle de la concentration
d’AMPc au niveau présynaptique (287). Les problémes observés chez la souris ataxia
pourraient potenticllement étre expliqués par une augmentation du nombre de récepteur
GABAg a la membrane présynaptique, ce qui pourrait entrainer une diminution chronique
d’AMPc ralentissant I’arrimage des vésicules a la membrane. La perte d’USP14 diminuerait le
ciblage de GABAp vers la dégradation lysosomale, augmentant ainsi la concentration de

récepteur a la synapse.

Mécanisme d’action proposé pour I’ubiquitination et USP14

Notre modéle (figure 23) propose que le récepteur GABAg puisse étre ubiquitiné a la
membrane plasmique de fagon constitutive ou en réponse a certains stimuli, telle 1’activation
de PKC. Une fois ubiquiting, le récepteur est en mesure de recruter des protéines liant
I’ubiquitine, telle I’epsin. L’epsin permet de recruter le complexe pro-endocytose AP-2, qui
amene le récepteur vers les puits de clathrines. Une fois internalisé, le récepteur interagit avec
USP14, qui va promouvoir un triage endosomal vers les corps multivésiculaires et les
complexes ESCRT. Un réle similaire a celui observé pour USP8 dans la régulation de CXCR4
peut étre envisagé, ou USP14 serait essentiel a la progression de GABAg vers le ciblage
lysosomal. Nous avons observé que I’inhibition de la dégradation lysosomale bloque
complétement la perte de GABAg, démontrant que la dégradation du récepteur membranaire
emprunte cette voie. Dans ce processus, USP14 serait en mesure de déubiquitiner le récepteur
une fois le ciblage effectué, permettant un recyclage de I'ubiquitine monomérique. Nous
observons qu’USP14 promeut la dégradation de GABAg de fagon indépendante de son activité
déubiquitinase. Notre modele suggere donc que ce ne serait pas 1’activité catalytique qui serait
nécessaire pour cibler le récepteur vers le triage endosomal, mais plutdt 1’occupation de la
poche enzymatique par une chaine d’ubiquitine. On pourrait comparer ce role a celui
d’USP14 au sein du protéasome, ou la liaison de I'ubiquitine favorise 1’activité ATPasique du
complexe protéasomal (195). Dans ce contexte, I’ajout de chaines non ancrées d’ubiquitines
est suffisant pour augmenter l’activité protéasomale, et ce méme en présence d’USP14
catalytiquement inactif. Cependant, I’ablation de I’ensemble du domaine catalytique bloque
cet effet, suggérant que la liaison de la chaine est nécessaire et suffisante pour induire

I’activation.
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Dans le modele proposé, USP14 agirait comme une protéine de ciblage, escortant le
récepteur vers sa dégradation. Il va étre important de mieux comprendre comment fonctionne
le triage endosomal entre le recyclage et la dégradation et le réle qu’USP14 peut y jouer. Il a
¢été suggéré que la déphosphorylation de la sérine 783 de GABAR; favorisait la dégradation au
détriment du recyclage (325), mais aucun mécanisme de triage n’a été propos¢ a ce niveau. Il
serait intéressant de mesurer si ce site de phosphorylation est impliqué dans 1’ubiquitination du
récepteur et dans I’interaction potentielle avec USP14. Il sera aussi nécessaire d’intégrer ce
modele aux évidences de la régulation négative par le glutamate, pour proposer un modele
plus complet du contrdle de la densité de surface du récepteur GABAg par I’ubiquitination,

I’endocytose et le triage endosomal.

Puits de
clathrines

Endosome
de
recyclage

lysosome

Figure 23 : Modele proposé de la régulation de I’internalisation et de la dégradation du
récepteur GABAgp par I’ubiquitination et la déubiquitinase USP14. L’activation de PKC
favorise 1’ubiquitination du récepteur, ce qui promeut le recrutement de I’epsin et

I’internalisation par les puits de clathrine. Au niveau du triage endosomal dans les corps
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multivésiculaires (MVB), la présence de chaine d’ubiquitine favorise la liaison d’USP14 et un

ciblage vers la dégradation lysosomale.

Autre réle potentiel de I’interaction USP14-GABAp

Bien que le role que nous proposons pour USP14 se situe apres I’internalisation, nous
avons observé une interaction avec le récepteur a des étapes en amont, soit au niveau du
réticulum endoplasmique et de la membrane plasmique (données non publiées). Nous nous
sommes attardés au role d’USP14 sur GABAg, mais nous pourrions aussi suggérer que le
récepteur est en mesure d’agir sur USP14 elle-méme. Une hypothése intrigante repose sur
I’importance d’USP14 au sein de ’activation du protéasome. Le protéasome est essentiel a
plusieurs fonctions synaptiques, incluant dans les mécanismes de plasticité synaptique dans
lequel GABAg est impliqué (377). 1l a récemment été démontré que CamKII est en mesure
de recruter le protéasome directement a la synapse (378), et est aussi en mesure de moduler
I’activité du protéasome par phosphorylation de sa sous-unité Rpt6 (379). CamKII est aussi
recrutée au récepteur GABAg par I’activation des récepteurs NMDA (380) et USP14 est
impliqué dans I’activation du protéasome en liant les substrats ubiquitinés (195, 381). On peut
donc imaginer un mécanisme ou le recrutement du protéasome au récepteur GABAgp par
CaMKII serait en mesure de moduler ’activité du protéasome en permettant une interaction
directe entre USP14 ancrée au récepteur et le protéasome, ayant ainsi un effet sur la plasticité
synaptique. Inversement, il est aussi possible que le recrutement du protéasome directement
sur le récepteur puisse promouvoir la dégradation de certaines protéines membres du
«signalosome» du récepteur. En ce sens, il serait possible d’observer 1’effet de 1’activation de
CamKII sur l’interaction USP14-GABAg par des études de coimmunoprécipitation ou de
BRET. Il serait aussi possible d’évaluer 1’activité du protéasome en réponse a I’activation du

récepteur GABAg en présence ou en absence de glutamate.
Grb2 et le trafic membranaire du récepteur GABAj

Caractérisation de I’interaction Grb2-GABAg;

La troisieme ¢tude de cette thése porte sur la découverte d’une interaction entre la

protéine d’échafaudage Grb2 et la queue carboxyl-terminale de GABAg;. Les RCPG de la
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famille C possédent une trés longue queue carboxyl-terminale qui est généralement riche en
interactions protéiques, et le récepteur GABAp ne fait pas exception a cette régle (382).
Plusieurs protéines ont déja été identifiées pour interagir avec chacune des sous-unités (383),
mais malgré tout, des motifs de liaison consensus sont présents dans les domaines
intracellulaires et n’ont pas révélés a ce jour de protéines d’interactions. Nous nous sommes
intéressés a la séquence PEST présente tout juste apres la région coiled-coil de GABAg; pour
plusieurs raisons : premiérement, les séquences PEST ont souvent ét¢ impliquées dans la
phosphorylation, I’ubiquitination et la protéolyse des protéines les possédants (317), et
deuxiémement, cette région comporte plusieurs sites consensus (P-x-x-P) de liaison a des

domaines SH3.

Nous avons identifié la protéine Grb2 comme protéine d’interaction avec la partie
distale du domaine carboxy-terminal, en aval du domaine coiled-coil. Nous avons vérifié cette
interaction par BRET, et avons ainsi pu constater que 1’interaction avait lieu autant au niveau
du réticulum endoplasmique que de la membrane plasmique. Grb2 ne démontre aucune
capacité de liaison avec GABAg; seul au niveau basal, ce qui est compatible avec I’absence de
séquence P-X-X-P dans les domaines intracellulaires de la sous-unité, ne permettant pas la
liaison de domaines SH3. Cependant, la co-expression de GABAg 1) permet la détection d’un
signal d’interaction entre GABAg; et Grb2, pouvant suggérer la formation d’un complexe
ternaire entre le récepteur hétérodimérique et Grb2, ce qui est aussi soutenu par la détection de
I’interaction entre GABAg) () et Grb2 lors de la co-expression de GABAg,;. Dans le méme
sens, la stimulation par I’agoniste mene a une augmentation du signal BRET Grb2-GABAg;,
suggérant I’association de Grb2 a un récepteur fonctionnel a la membrane plasmique. Cette
augmentation du signal peut étre expliquée par une augmentation de la quantité de Grb2
interagissant avec GABAg ou a un remodelage du complexe entrainant un mouvement des
protéines et une différence dans la mesure du BRET. Considérant que 1’association de Grb2
au récepteur diminue son internalisation constitutive, une augmentation de [’interaction
promue par I’agoniste suggere une modulation de I’internalisation par celui-ci, ce qui n’est pas
observé (données non publiées et 325). Nos résultats supportent donc plutét un changement

conformationnel du complexe GABAg-Grb2 en réponse au baclofen.
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L’interaction entre Grb2 et GABAg; se situe bien au niveau de la séquence PEST, car
la mutation de cette séquence (APEST) entraine une perte de I’interaction avec Grb2. Ce
signal ne peut étre restauré par I’expression de GABAg;, ce qui supporte que le site

d’interaction sur GABAR; est le seul de I’hétérodimeére fonctionnel.

Grb2 augmente I’expression membranaire de GABAg

La surexpression de Grb2 meéne a une augmentation du transport du récepteur a la
membrane plasmique. Cet effet est visible autant sur le récepteur GABAg; 1, exprimé seul que
sur I’hétérodimere. Nous observons que cette surexpression de Grb2 permet d’augmenter la
présence de GABAg 1) de type sauvage a la membrane méme en absence de GABAg», ce qui
est surprenant considérant la présence du site de rétention sur la queue carboxyl-terminale.
Bien que la quantité¢ exprimée demeure faible, ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi il est
possible de mesurer, dans certaines conditions, de la signalisation dépendante de GABAg; en
I’absence de co-expression de GABAg; (262, 384). Un mécanisme possible pouvant expliquer
cet effet de Grb2 repose sur la localisation de son site d’interaction, se situant pres de la
séquence de rétention R-S-R-R de GABAg,;, L’interaction avec Grb2 pourrait permettre de
partiellement masquer la séquence, ce qui expliquerait la faible quantité retrouvée a la surface
due a un masquage suboptimal du motif. De fagon similaire, la sous-unité¢ y2S du récepteur
GABA, interagit avec cette méme séquence de GABAg, et favorise elle aussi son transport a
la membrane plasmique (1), ce qui suggere I’importance de la séquence PEST dans le trafic du
récepteur vers la surface cellulaire.  Considérant la proximité de la séquence PEST du
domaine coiled-coil, il serait facile de penser qu'un simple masquage du site de rétention de
GABAG, est suffisant a la sortie du RE, mais cela semble peu probable, car plusieurs protéines
d’interactions, incluant ATF4, Marlin-1, et 14-3-3, se lient au récepteur dans cette région,
ATF4 et Marlin-1 formant méme une structure coiled-coil, et ces différentes protéines ne
favorisent pas le transport a la membrane plasmique de GABAg; (2, 289, 330). Il a cependant
été¢ démontré que le site de rétention devait adopter une conformation bien précise et étre
localisé a une distance optimale de la membrane plasmique pour étre efficace (385), et il est
possible qu’en interagissant avec la séquence PEST proximale, Grb2 et y2S soient en mesure
de moduler ces propriétés du motif. Nos données semblent cependant suggérer qu’un tel

mécanisme n’est pas la cause principale de 1’augmentation de la densité de récepteur a la
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membrane plasmique, car I’expression membranaire du mutant du site de rétention GABAg ).
ASRR ©st aussi augmentée par la surexpression de Grb2, tout comme [’est I’expression de
I’hétérodimeére GABAg 1)-GABAg, Cela suggére donc que Grb2 est en mesure de
promouvoir I’expression membranaire de GABAg; méme lorsque le site de rétention n’est pas

fonctionnel.

Grb2 diminue I’internalisation constitutive de GABAg

Une autre hypothése pouvant expliquée 1’augmentation de la quantité¢ de GABAg a la
membrane plasmique en présence de Grb2 est que le récepteur subit une internalisation
constitutive plus faible. La densité de récepteurs a la membrane résulte d’un équilibre entre
I’apport de nouvelles protéines par fusion de vésicules (autant en provenance du RE-Golgi que
du recyclage via des endosomes) et le retrait de récepteurs par internalisation. Nous nous
sommes intéressés au role potentiel de Grb2 dans I’internalisation constitutive de GABAg, et
avons constaté que la surexpression de Grb2 diminue la quantité de récepteurs internalisés. Le
récepteur mutant APEST, quant a lui, montre une internalisation basale plus forte, et la
surexpression de Grb2 n’a aucun effet sur son endocytose. De plus, lorsque 1’on bloque
I’internalisation par I’utilisation du Dynasore, on remarque une augmentation significative du
nombre de récepteurs a la membrane plasmique, et cet effet est plus fort pour les récepteurs
mutants APEST, ce qui soutient I’hypothése qu’ils internalisent plus rapidement au niveau
basal. L’ensemble des données suggére donc un réle de Grb2 dans la régulation de

I’internalisation du récepteur.

Le role classique de Grb2 au niveau de 1’endocytose, contrairement a ce que nous
avons observé pour GABAg, est plutdét de promouvoir I’internalisation. Pour le récepteur a
I’EGF, Grb2 recrute I’ubiquitine ligase E3 Cbl, qui ubiquitine le récepteur, permettant
I’interaction avec les protéines Epsl5 et Epsin, qui elles-mémes recrutent le complexe AP-2,
induisant I’internalisation dépendante de la clathrine (196, 197, 386). Dans le cas du récepteur
GABAGg, Grb2 n’a aucune influence sur 1’ubiquitination du récepteur, ce qui est supporté par
I’absence de modification de I’ubiquitination lors de la mutation de la séquence PEST. Grb2
peut aussi promouvoir I’internalisation des RTK par une interaction directe avec la protéine N-

WASP, qui contrdle la polymérisation de I’actine, processus nécessaire au trafic des vésicules
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lors de I’internalisation (387). De plus, le recrutement de Grb2 a une phosphotyrosine du
B2AR, un RCPG, est nécessaire a I’internalisation induite par 1’insuline de ce récepteur (388).
Dans ce cas, il est suggéré que Grb2 est en mesure de recruter la dynamine 1 au récepteur,
favorisant la fission membranaire nécessaire a 1’internalisation. Dans tous ces cas, Grb2 est
recrutée par I’entremise de son domaine SH2 liant une phosphotyrosine, ce qui suggere qu’elle
est recrutée aux récepteurs (EGFR ou B2AR) lorsque ceux-ci sont phosphorylés en réponse a
I’activation de récepteurs (EGFR lui-méme ou le récepteur a I’insuline pour le B2AR). Dans
cette situation, on s’attend a ce que le récepteur soit sujet a une régulation négative, dans
laquelle Grb2 joue un role. Dans le cas du récepteur GABAg;, Grb2 lie le récepteur par un de
ses domaines SH3, et cette interaction n’est donc pas sujette a la régulation par la
phosphorylation. Nos résultats concordent avec un modéle ou Grb2 interagit de fagon
constitutive avec GABAp, car nous mesurons une forte interaction avec le récepteur en
absence de stimulation. Cependant, nous observons aussi une réponse a 1’agoniste dans
I’interaction Grb2-GABAg, ce qui peut suggérer un mécanisme intermédiaire de recrutement

ou la stimulation peut tout de méme moduler I’interaction.

La différence au niveau du recrutement de Grb2 entre ’EGFR, le B2AR et GABAg
peut possiblement expliquer la différence au niveau des effets sur I’internalisation des
différents récepteurs. Consistant avec nos observations sur GABAg, , il existe un autre
exemple de recrutement de Grb2 a un RCPG via un des domaines SH3, au niveau du récepteur
D4 de la dopamine, et dans ce cas, la mutation du site d’interaction a Grb2 entraine une forte
internalisation constitutive du récepteur, suggérant aussi une stabilisation du récepteur a la
membrane par Grb2 (389). Au niveau de ’EGFR et du B2AR, Grb2 interagit via son domaine
SH2, ce qui laisse ses deux domaines SH3 libres pour échafauder le complexe protéique
associé. Cela suggere donc que le domaine d’interaction de Grb2 au récepteur a une influence
sur la régulation de I’internalisation de ce dernier, et qu'un recrutement par un des domaines
SH3 provoque une stabilisation a la membrane plasmique du récepteur associé, tandis qu’un

recrutement par le domaine SH2 entraine plutot I’endocytose.

Le mécanisme de régulation de I’internalisation de GABAg par Grb2 doit étre évalué
dans le contexte d’un «turnover» tres rapide du récepteur GABAg. En effet, GABAg possede

une demi-vie tres faible pour un RCPG, celle-ci étant évaluée autour de deux heures (324). 1l
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est encore mal compris pourquoi le récepteur possede un «turnover» aussi rapide comparé aux
autres RCPG, ayant généralement une demi-vie allant de 10 a 12 heures ou plus en absence
d’agoniste (390). Une explication possible est qu’en absence de mécanisme d’internalisation
agoniste-dépendant, GABAp doit internaliser rapidement, le contrdle de sa densité se faisant
plutdt au niveau du triage endosomal entre le recyclage et la dégradation. En ce sens, il est
possible qu’une fraction importante du récepteur puisse se trouver dans des réserves
intracellulaires, permettant une modification de la densité a la surface rapidement, comme
c’est le cas pour plusieurs récepteurs ionotropiques, tels GABA, et AMPAR (391, 392) .
Cependant, aucune évidence de I’existence de telles réserves de GABAg n’a été observée a ce
jour. Une autre hypothése serait que le récepteur est propice a une forte activation constitutive,
et qu’il doit étre internalisé et resensibilis¢ de facon continue pour étre sensible a une
stimulation au GABA de fagon optimale. Aucune étude n’a directement testé 1’activité
constitutive du récepteur a ce jour, mais nos données non publi¢es ne semblent pas suggérer
un niveau basal d’activation détectable. Finalement, une derni¢re hypothése repose sur la
dégradation de GABAg en réponse a I’activation des récepteurs de glutamate de type NMDA
(362). 11 serait possible qu’un niveau basal d’activation des voies de signalisation en aval du
NMDAR induise I’internalisation et la dégradation du récepteur GABAg en absence de
stimulation. Il serait intéressant de tester différents inhibiteurs de ces voies de signalisation
(telles PP2A, CaMKII, PKC) pour mesurer leurs effets sur la dégradation et 1’internalisation
constitutive de GABAR

Plusieurs hypotheses peuvent étre proposées pour rendre compte du role de Grb2 dans
la régulation de I’internalisation de GABAg. Une premicre hypothése est que Grb2 joue un
role actif dans la stabilisation du récepteur a la membrane plasmique. On peut penser, par
exemple, que Grb2 pourrait permettre le recrutement de protéines du cytosquelette, y ancrant
le récepteur et le stabilisant a la membrane. Ce type de mécanisme est fréquemment retrouvé
chez les protéines a domaine PDZ, par exemple dans le cas de I’interaction du récepteur
AMPA aux protéines ABP et GRIP (237). Une deuxiéme hypothese est plutot que Grb2 aurait
un role passif, par exemple en bloquant le site d’interaction d’une autre protéine promouvant
I’internalisation. Par exemple, GABAg; interagit avec la sous-unité y2S du récepteur GABAA4,

qui a pour effet de promouvoir le transport a la membrane plasmique et de moduler
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I’internalisation en réponse une stimulation par 1’agoniste (1). Il faut noter que dans I’étude du
role de y2S sur GABAg, I’internalisation constitutive n’a pas été mesurée et qu’il est possible
que y2S y joue un rdle encore inconnu. Le domaine d’interaction caractérisé pour y2S
chevauche exactement celui de Grb2, c'est-a-dire la séquence PPTPPDP allant des acides
aminés 927 a 933 présents dans la séquence PEST de GABAg;. On peut donc penser que
Grb2 est en compétition avec y2S pour le site d’interaction sur le récepteur. Grb2 et y2S ayant
tous deux la propriété de favoriser une plus forte expression a la membrane de GABAp, il est
possible que cette région de GABAgp; posséde un motif encore inconnu régulant
I’internalisation du récepteur. Au niveau de I’endocytose, y2S et Grb2 semblent plutot avoir
des propriétés inverses sur I’internalisation, ce qui laisse présager une possible modulation de

I’endocytose du récepteur par régulation de I’interaction de ce motif entre y2S et Grb2.

Autres roles possibles de Grb2

Tel qu’évoqué auparavant, I’augmentation du signal de BRET entre Grb2 et GABAg;
en réponse a une stimulation par [’agoniste peut étre interprétée de deux facons, soit comme
une augmentation de la quantité d’interaction Grb2-GABAg, soit comme une modification de
la conformation du complexe ternaire. Il est néanmoins intéressant de spéculer sur les raisons
possibles de cette augmentation de signal BRET. L’augmentation n’ayant lieu qu’aprés 5
minutes de stimulation, et atteignant son maximum a 15 minutes, on peut probablement rejeter
un role au sein des mécanismes précoces d’activation du récepteur. L activation de la protéine
G se mesure en deca d’une seconde, et 1’activation des effecteurs est généralement aussi trés
rapide (393). Grb2 a été identifié originalement comme une protéine d’échafaudage
permettant ’activation de la voie Ras-MAP Kinase par le récepteur a ’EGF (394), il est donc
tentant de voir un lien entre l’interaction Grb2-GABAg et ’activation de cette voie.
Cependant, le mutant APEST semble activer la phosphorylation de ERK1/2 avec les mémes
propriétés (temps et amplitude) que le récepteur de type sauvage, ce qui semble exclure cette
possibilité (données non publiées). Cette absence d’effet est compatible avec la différence
dans le recrutement de Grb2 aux deux récepteurs, le recrutement par le domaine SH2 a
I’EGFR permettant 1’échafaudage du complexe EGFR-Grb2-Sos-Ras (395), ce qui ne peut pas

étre accompli par le recrutement de Grb2 a GABAg par un domaine SH3.
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Une hypothése intéressante découle de ce recrutement de Grb2 a GABAg par un
domaine SH3, et repose sur la capacité de GABAg a activer la kinase Akt dans un mécanisme
de protection des neurones de 1’apoptose (290). L’activation d’Akt par GABAg nécessite la
transactivation du récepteur a I’IGF-1 de fagon intracellulaire par 1’activation de FAK1. Grb2
est en mesure d’interagir directement avec FAK1 par I’entremise de son domaine SH2 (396),
ce qui pourrait suggérer un mécanisme ou, apres 1’activation de GABAg, Grb2 est en mesure
de recruter FAKI1, créant un complexe de signalisation permettant la transactivation du
récepteur a I’lGF-1 et I’activation subséquente d’Akt. Ce recrutement de FAK1 permettrait
d’expliquer 1’augmentation du signal BRET, I’arrivée de FAK1 créant un changement
conformationnel sur le complexe Grb2-GABAg. De plus, il a été observé que FAKI1 peut
diminuer I’endocytose de la métalloprotéase MT1 en induisant la phosphorylation de
I’endophiline A2, ce qui pourrait étre une autre avenue de régulation de I’internalisation de
GABAg modulée par Grb2 (397). Il serait intrigant de voir si les différentes voies de
signalisation activées dans ce processus peuvent avoir une rétroaction sur le récepteur
GABAG, possiblement médiée par Grb2. Nous avons commencé a tester cette hypothése en
mesurant 1’activation de FAK1, mais la forte activité basale de cette derniére a limité nos

résultats a ce jour.

Intégration

Les résultats obtenus dans cette theése, bien que formant trois études distinctes,
présentent des paralleles sur le sujet de I’internalisation et la régulation dépendante de la PKC.
Dans cette section, je vais tenter de joindre les différentes observations et présenter de

possibles liens entre les différents mécanismes observés.

Le premier paralléle majeur observé est au niveau de la régulation du récepteur par
PKC. Dans la premiere étude, PKC est activée en réponse a une stimulation de GABAg et
induit la dissociation de NSF du récepteur. Dans la deuxieme étude, la stimulation directe de
PKC par le PMA entraine une internalisation du récepteur suite a une augmentation de
I’ubiquitination, mais cet effet n’est pas observable en réponse au baclofen. On remarque donc
une certaine différence dans le potentiel de 1’agoniste a activer PKC. Les différences

observées peuvent provenir du modele cellulaire utilisé, 1’étude sur NSF ayant ét¢ effectuée
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dans des cellules CHO tandis que ’étude sur I’ubiquitination a été effectuée dans des cellules
HEK293. Nous avons observé une activation de PKC par le baclofen beaucoup plus forte
dans les cellules CHO (données non publiées), pouvant expliquer cette différence entre les
deux types cellulaires. Une hypothése intéressante est que 1’activation du récepteur GABAp
puisse induire une activation de seulement certains isoformes de PKC. 1l a été démontré que
PKCeg est directement impliquée dans la régulation de I’activit¢ ATPasique et la liaison de
NSF au récepteur GABA, (348). Dans 1’é¢tude du role de NSF, nous avons démontré
I’activation de PKCa, mais n’avons pas mesuré 1’activation des autres isoformes. Il est donc
possible que la régulation de GABAg soit différente selon I’isoforme de PKC associée. Il sera
donc important de mieux caractériser quels sont les isoformes impliqués dans les deux

contextes (NSF vs ubiquitination).

Dans les deux cas, on peut toutefois noter que I’activation de PKC provoque une
régulation négative du récepteur, dans le premier cas en le désensibilisant, et dans la deuxiéme
¢tude en entrainant son endocytose et sa dégradation, ce qui suggere quand méme que
globalement, 1’activation de PKC meéne a une perte d’activité du récepteur. Une hypothése
intéressante serait que cette réponse de PKC pourrait étre «dosée», c'est-a-dire qu’une faible
activation menerait a la désensibilisation du récepteur, tandis qu’une activation plus forte
entrainerait aussi 1’ubiquitination et la dégradation, possiblement par I’activation différentielle
d’isoformes selon le niveau d’activation cellulaire. Cela pourrait expliquer que le baclofen,
induisant une réponse plus faible, soit seulement en mesure d’activer la désensibilisation,
tandis que le PMA, produisant une réponse beaucoup plus forte, serait en mesure d’induire

non seulement la désensibilisation, mais aussi I’ubiquitination et la dégradation du récepteur.

Un deuxiéme niveau d’intégration se retrouve au niveau de [D’internalisation
constitutive du récepteur, celle-ci pouvant étre diminuée par NSF (données de 1’annexe 1),
mais semblant étre augmentée par I’ubiquitination. Nous observons une compétition entre
NSF et le complexe AP-2 pour ’interaction sur la sous-unit¢ GABAg, malgré I’absence de
motifs généralement associés au recrutement direct d’AP-2. Dans la deuxiéme étude, nous
émettons [’hypothése que 1’ubiquitination de GABAgp permet le recrutement de 1’epsin,
pouvant elle-méme recruter AP-2 par la suite. Un de sites d’ubiquitination découvert dans le

criblage des protéines neuronales (207) se situe exactement au niveau du site d’interaction de
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NSF dans le domaine coiled-coil de GABAg,, suggérant que la compétition de NSF et AP-2
est régulée par I’ubiquitination du récepteur. En effet, ’ajout d’une ubiquitine a ce niveau a
de fortes chances d’inhiber la liaison a NSF, pouvant permettre la liaison a I’epsin.
Inversement, la présence de NSF pourrait bloquer 1’accés au site d’ubiquitination, défavorisant
ainsi le recrutement de la machinerie d’internalisation. Une expérience a tenter a ce niveau
sera donc de muter la lysine impliquée et mesurer 1’ubiquitination du récepteur, ainsi que son
internalisation constitutive. Inversement, il sera intéressant de voir si la dissociation de NSF
induit une augmentation de l’ubiquitination du récepteur, libérant la lysine et la rendant

accessible.

Un dernier paralléle intéressant se retrouve au niveau des interactions du récepteur a
Grb2 et NSF. On peut constater une corrélation entre la cinétique d’augmentation du signal de
BRET entre Grb2 et GABAg et la cinétique de dissociation de NSF de I’hétérodimere. Dans
les deux cas, une augmentation graduelle méne a un effet maximal a 15 minutes. Bien qu’il
soit possible que ce soit deux phénomeénes paralléles n’ayant aucune incidence mutuelle, on
peut noter que Grb2 interagit avec plusieurs protéines pouvant potentiellement réguler NSF.
Grb2 est en mesure d’interagir avec la phosphatase PTP1B (398), qui est responsable de la
déphosphorylation de NSF (352). Puisque NSF est li¢ au récepteur GABAg et que son activité
ATPasique est inhibée par la phosphorylation de sa tyrosine 83, il serait possible que Grb2,
suite a D’activation du récepteur, recrute PTP1B, permettant 1’activation de NSF et le
désassemblage du domaine coiled-coil. Ce désassemblage pourrait aussi possiblement
expliquer le changement conformationnel mesuré en BRET entre Grb2 et GABAg;.
Inversement, Grb2 s’associe a une panoplie de tyrosines kinases, qui pourraient
potentiellement étres responsables de la phosphorylation de la tyrosine 83 a la base. Une
¢tude approfondie des protéines échafaudées par Grb2 en complexe avec GABAgp sera
essentielle a déterminer si elle est en mesure de réguler la dissociation de NSF, et

potentiellement le désassemblage de la structure coiled-coil.

Une question importante demeure au sujet des mécanismes permettant le controle des
interactions protéiques du récepteur GABAg. En effet, en ajoutant nos récentes découvertes
avec ceux déja connues dans la littérature, il est impossible pour I’ensemble de ces protéines

d’interagir avec le récepteur dans un seul complexe. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer
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cette panoplie d’interactions. On pourrait premicrement penser que ces interactions se
produisent de fagons séquentielles, dans le cadre d’un remodelage dynamique du complexe de
signalisation du récepteur. Une deuxiéme hypothése repose plutét sur la formation de
complexes distincts en parallele, ségrégant les récepteurs en plusieurs populations différentes.
Ces différents complexes seraient composés de protéines distinctes, permettant une
spécialisation de chacun. Evidemment, ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement
exclusives. Il est facile de penser que différents complexes sont présents, et que chacun peut
subir un remodelage qui lui est unique en réponse a un stimulus. De plus, il faut considérer
que la nature des complexes et du remodelage va étre influencé par le contexte et la
localisation cellulaire. Il sera intéressant d’étudier le role de NSF dans ces phénomeénes,
considérant son rdle classique en tant que protéine permettant le désassemblage du complexe

de fusion membranaire.

Dans I’ensemble, cette these démontre une série de nouvelles interactions protéiques
régulant le niveau d’activité du récepteur GABAg, directement par la désensibilisation, ou
indirectement par le controle de son expression a la membrane et sa dégradation. Bien que
certains des mécanismes moléculaires demeurent mal compris, nos études permettent d’ajouter
aux connaissances et de brosser un portrait d’une régulation complexe du récepteur GABAg,
ou plusieurs facteurs convergent pour controler son activité¢ et sa stabilit¢ a la membrane

plasmique.
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Conclusion

Les travaux rapportés dans cette thése étudient la régulation de la signalisation et de
I’expression du récepteur GABAg par diverses interactions protéiques. Dans le premier
article, nous avons identifi¢ un nouveau mécanisme de désensibilisation du récepteur
impliquant la protéine de fusion membranaire NSF et la phosphorylation du récepteur par la
protéine kinase C, suggérant un modele ou NSF est en mesure de désassembler la structure
coiled-coil des queues carboxyl-terminales des deux sous-unités de GABAg. Il s’agit de la
premiere étude portant sur le role de NSF au niveau de la désensibilisation d’un RCPG,
évoquant un nouveau role pour cette protéine classiquement associée a la fusion membranaire.
De plus, le mécanisme proposé de désassemblage de la structure coiled-coil représente un
nouveau paradigme dans la régulation de I’activité des RCPG, proposant un remodelage
dynamique du complexe de signalisation du récepteur et des protéines pouvant y étre associées

par I’action d’une enzyme.

Le deuxieme article propose un modele ou I’ubiquitination du récepteur a la membrane
induit son endocytose, et ou I’interaction directe avec la déubiquitinase USP14 dirige le triage
endosomal de GABAg vers la dégradation lysosomale. Cet article porte sur le phénomene
encore mal compris de 1’ubiquitination des RCPG et met a jour des différences avec les
observations rapportées pour d’autres récepteurs, tels le B2AR et PAR1. Nous proposons un
nouveau role catalytiquement indépendant d’USP14 dans la régulation de la dégradation des
RCPG, ce qui permet d’approfondir le modele actuel de la régulation du triage par les
déubiquitinases au niveau des complexes ESCRT (371). De plus, ces résultats suggerent de
nouvelles causes au phénotype des souris ataxia, possédant une activit¢ GABAg plus forte en

absence d’USP14.

Dans le troisiéme article, nous avons caractérisé 1’interaction de GABAg; avec Grb2,
déterminant le site de liaison a la séquence PEST de la sous-unité, et découvrant un role de
Grb2 dans la stabilisation du récepteur hétérodimérique a la membrane plasmique, diminuant
son internalisation constitutive. Il s’agit 1a aussi d’un nouveau role pour Grb2 dans la
régulation de I’internalisation des RCPG, étant a ce jour plutdt associé a la promotion de

I’internalisation. Des études approfondies pour déterminer le mécanisme moléculaire seront
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nécessaires afin de mieux comprendre 1’action de Grb2 et il sera intéressant de caractériser ce

possible role sur d’autres RCPG possédant des séquences de liaison aux domaines SH3.

Les travaux présentés dans cette thése invoquent de nouveaux mécanismes
moléculaires de désensibilisation, de controle de I’expression du récepteur GABAg a la
membrane plasmique ainsi que de sa dégradation. Ils démontrent que la régulation de
I’activité du récepteur est un phénomeéne complexe auquel participe une panoplie de protéines
d’interactions et que ce phénomeéne est dynamiquement régulé selon 1’état d’activation du
récepteur. Une meilleure caractérisation du protéome d’interaction des RCPG est donc

nécessaire a 1’établissement des mécanismes régulant leur activité et leur expression.
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Annexe 1 : Résultats supplémentaires NSF/GABAg

FIGURE 1 : Séquence des acides amines de la queue carboxyl-terminale de GABAg), la
région coiled-coil étant soulignée. La séquence en rouge est la région des 11 acides aminés
déterminée dans I’essai de criblage en levure. Les différentes mutations apportées au sein des
mutants A1, A2, A3 et A4 sont illustrées en comparaison du type sauvage (WT).

FIGURE 2 : Immunoprécipitations de NSF par les différents mutants alanines de GABAgpy).
La sous-unit¢ HA-GABAg; WT ou mutante (Al a A4) est exprimée dans des cellules
HEK293T en présence de surexpression de NSF. Les cellules sont solubilisées dans du
tampon TNTO (50mM Tris-HCl pH7.4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 60mM -
octylglucopyranoside, ImM DTT, 5 mg/ml leupeptine, 5 mg/ml soybean trypsin inhibitor and
10 mg/ml benzamidine) et soumises a une immunoprécipitation en présence d’anticorps anti-
HA 12Ca5 (ascites de souris, diluées 1:500) et de billes de sépharoses conjuguées a la
protéine G. Suite & 'immunoprécipitation, les échantillons sont lavées 3 fois dans du tampon
TNTO contenant 350 mM de NaCl et ¢lués avec du tampon Laemmli 1.5x. Les échantillons
sont sujets a une ¢lectrophorése sur gel SDS-PAGE et transférés sur membrane de
nitrocellulose, avant d’étre soumis a un premier immunobuvardage avec un anticorps anti-NSF
(lapin, Calbiochem). Les membranes sont dénudées et soumises a un immunobuvardage avec
un anticorps anti-GABAg(y) (lapin, GlaxoSmithKline). L’intensité des bandes est analysée par
le logiciel Quantity One (BioRad) et le ratio NSF/GABAg(y) est calculé. Les mutants sont
divisés par le ratio du WT. L’histogramme a droite représente la moyenne de 3 expériences
indépendantes.

FIGURE 3 : Séquence des acides aminés de la queue carboxyl-terminale de GABAg(). La
région coiled-coil est soulignée, et les différents mutants de délétions utilisés en GST-
pulldown sont illustrés par les différentes couleurs. Le mutant 921 contient les acides aminés
en noir, rouge et orange, le mutant 903 les acides aminés en noir et rouge et le mutant 886 les
acides aminés en noir seulement.

FIGURE 4: GST-pulldlown de NSF par la queue carboxyl-terminale de GABAg() et
différents mutants de délétions. NSF et les queues carboxyl-terminales attachées a la protéine

GST sont purifiées tel que décrit dans le premier article. 2 pg de chacune des queues carboxyl-



terminales ou un contrdle négatif (GST seule) sont liées aux billes de sépharose et incubées en
présence de 50 nM de NSF purifié¢ dans un tampon contenant 25 mM Hepes-KOH (pH 7.4),
200 mM KCl, 1% Triton X-100, 10% glycérol, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 8§ mM MgCl, et 8
mM EDTA. Aprés une heure d’incubation, les échantillons sont centrifugés et le surnageant
est retiré. Les billes sont lavées 4 fois avec le tampon d’incubation et ¢éluées avec 20 mM
glutathione. Les ¢luats sont déposés sur gel SDS-PAGE et soumis a une électrophorése. Les
protéines sont détectés par immunobuvardage avec un anticorps anti-NSF (lapin) ou anti GST
(souris, Sigma). L’intensité des bandes est analysée par le logiciel Quantity One (BioRad) et
la proportion NSF/GST est calculée. L’histogramme ci-dessous représente la moyenne de 3
expériences indépendantes.

FIGURE 5 : Interaction de a et B-SNAP avec la queue carboxyl-terminale de GABApg(). La
queue carboxyl-terminale de GABAg; et o/B-SNAP ont été purifiés tel que décrit dans le
premier article. 2 pg de la queue carboxyl-terminale de GABAg(; ou un controle négatif
(GST seule) sont liés aux billes de sépharose et incubés en présence de 500 nM de a ou B-
SNAP purifié dans un tampon contenant 25 mM Hepes-KOH (pH 7.4), 200 mM KCl, 1%
Triton X-100, 10% glycérol et 1 mM DTT. Apres une heure d’incubation, les échantillons
sont centrifugés et le surnageant est retiré. Les billes sont lavées 4 fois avec le tampon
d’incubation et éluées avec 20 mM glutathione. Les ¢éluats sont déposés sur gel SDS-PAGE
et soumis a une ¢€lectrophorése. Les protéines sont détectés par immunobuvardage avec un
anticorps anti-a /B-SNAP (souris, Calbiochem) ou anti GST. L’expérience est représentative
de trois différentes expériences indépendantes.

FIGURE 6 : Interaction entre GABAp; et le complexe AP-2. Les sous-unités GABAg
(indiquées sur I’axe X) sont coexprimées avec B-adaptine 2-YFP, membre du complexe AP-2
dans des cellules HEK293T en présence du surexpression de NSF ou du plasmide contrdle.
Les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS et resuspendues dans du PBS contenant 30 mM
glucose. Les cellules sont incubées avec 5 uM de coelenterazine h et le signal BRET est
mesuré dans un Mithras (Berthold) tel qu’indiqué dans le deuxiéme article. Les résultats sont
une moyenne (et écart-type) de 3 expériences indépendantes.

FIGURE 7 : NSF diminue I’internalisation constitutive du récepteur GABAg. Tel que décrit
dans le deuxieme article. Des cellules HEK293T exprimant Myc-GABAg1,), HA-GABAg(y)



et soit NSF, soit un plasmide vide (pcDNA3) sont incubées avec un anticorps anti-Myc (9E10,
souris) pour 1 heure a 4°C dans du tampon A et lavées 3 fois. L’internalisation constitutive est
induite en incubant les cellules a 37°C pour 2 heures. Ensuite, les cellules sont incubées avec
un anticorps secondaire (anti-IgG de souris) couplé a une Hrp (Horseradish peroxydase) pour
30 minutes et lavées a 4 reprises avant d’étre soumises a un traitement avec le réactif Sigma
SuperFast. Le signal du pourcentage d’internalisation est obtenu en soustrayant la quantité
finale de signal d’un controle gardé sur glace. Les résultats sont la moyenne de trois

expériences indépendantes.
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