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Résumé

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent sans conteste la plus
importante classe de protéines transmembranaires, capables de transmettre une grande
variété de signaux extracellulaires a travers la membrane plasmique. De ce fait, ils sont des

cibles de choix pour le développement de nouveaux composés a visée thérapeutique.

Traditionnellement, 1’efficacité des ligands des RCPGs est considérée comme issue
d’un mode «on » « off » du récepteur. Dans un tel modéle, un composé stimulant le
récepteur est alors considéré comme agoniste, activant une protéine G hétérotrimérique qui
module a son tour des effecteurs et la production de seconds messagers. En revanche, un
composé bloquant cette signalisation est alors considéré comme antagoniste. Toutefois,
plusieurs observations ces dix derniéres années ont permis d’élargir cette vision. En effet,
les récepteurs peuvent posséder une activité constitutive, qui peut étre inhibée par certains
composés, dénommeés alors agonistes inverses. De plus, des observations récentes
suggerent que I’efficacité des ligands peut aussi étre influencée par les effecteurs engagés
par un méme récepteur. Ainsi, I’efficacité ne serait pas nécessairement une propriété du

couple ligand/récepteur.

Premiérement, en utilisant deux récepteurs de la méme famille-les récepteurs B;- et
B,-adrénergiques (B;AR et B2AR), et en combinant I’utilisation d’un panel de ligand, nous
avons testé de maniére systématique ’efficacité des ligands sur deux voies de signalisation
modulées par ces récepteurs : la voie de I’adénylate cyclase (AC) et la voie des protéines
kinases activées par des signaux mitogéniques (MAPK). Dans cette étude, plusieurs ligands
ont démontré un profil d’efficacité complexe, démontrant dans certains cas une régulation
opposée des deux voies de signalisations modulées par un méme récepteur. De plus, des
composés considérés comme non sélectifs en fonction de leur affinité, ont démontré des
profils d’efficacité distincts envers la voie AC et la voie MAPK. Ainsi, I’ensemble de ces

résultats a révélé un nouveau niveau de complexité dans la définition de I’efficacité de
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signalisation et sélectivité des composés : I’efficacité est un paramétre pluridimensionel,
qui ne devrait plus étre considérée comme une propriété intrinséque d’un couple
ligand/récepteur mais qui devrait inclure, dans sa définition les effecteurs spécifiques

considéreés.

Deuxiémement, nous nous sommes intéressés aux déterminants moléculaires
menant a la stimulation de la voie MAPK par le B;AR par trois ligands (I’isoproterenol, le
bucindolol et le propranolol) agonistes sur cette voie mais a I’efficacité distincte sur la voie
AC. En paralléle, nous avons évalué les conformations du récepteur lié aux différents
ligands en mesurant les changements conformationnels au sein du complexe
récepteur/protéine G par la technique de transfert par résonance d’énergie de
bioluminescence (BRET). Les données obtenues suggérent que les agonistes partiels que
sont le bucindolol et la propranolol activent la voie MAPK de maniére indépendante de la
protéine Gi alors que I’isoproterenol activent cette voie a la fois par I’intermédiaire de Gi
mais aussi par une voie indépendante. De plus, les changements conformationnels
récepteur/protéine G induits par le bucindolol et le propranolol sont distincts de ceux
induits par I’isoproterenol. Ainsi, I’ensemble de ces résultats démontre que différents
ligands peuvent engager de maniére sélective des effecteurs distincts afin d’activer une
méme voie de signalisation, et ce, en induisant des réarrangements conformationnels du

récepteur.

Ainsi, nous croyons que les résultats présentés dans cette thése ont contribué de
maniére significative a élargir notre vision de I’efficacité et de la sélectivité des composés
et auront certainement un impact sur le développement de médicaments aux propriétés

souhaitées.

Mots-clés : RCPG, efficacité, sélectivité, conformation des récepteurs, adénylate cyclase,

MAPK, récepteur [, adrénergique, récepteur B, adrénergique.
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Abstract

G-protein-coupled receptors (GPCRs) constitute the largest family of integral
membrane proteins involved in transmitting a wire array of extracellular signals across the
plasma membrane. Therefore, they are attractive drug targets for the development of new

compounds with therapeutic purposes.

The efficacy of drugs acting on GPCRs has traditionally been considered to be an
active property of an on-off mode of the receptor. In such a model, agonists are defined as
compounds that activate the receptor, thus leading to heterotrimeric G protein activation
and subsequent production of second messengers. In contrast, antagonists are defined as
compounds that block GPCR signalling. However, over the past decade a growing body of
evidence suggests that GPCRs can exhibit spontaneous activity that can be inhibited by so-
called inverse agonists. In addition, recent observations suggest that efficacy may also be
influenced by the signaling effectors engaged by a unique receptor and then, is not

necessarily an intrinsic property of a ligand/receptor couple.

First, using two receptors of the same family -the B, and B, adrenergic receptors
(BiAR and B>AR)- and combining the use of multiple ligands, we directly and
systematically test ligand efficacy for two pathways modulated by these receptors: the
adenylate cyclase (AC) pathway and the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway. In this study, several ligands showed a complex efficacy profile resulting in some
cases in the opposite regulation of the two pathways modulated by the same effector. In
addition, compounds considered as non-selective for §; and B>AR, based on their binding
affinities, showed distinct relative efficacy profiles toward AC and MAPK. Taken together
our results revealed a novel level of complexity in the definition of signalling efficacy and
selectivity: efficacy is a pluridimensional parameter that can no longer be taken as an

intrinsic characteristic of a ligand/receptor but needs to include the specific effector(s)
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considered. Moreover, this study suggests that binding of different ligands promote distinct

receptor conformational changes leading to specific signaling outcomes.

Secondly, using three ligands (isoproterenol, bucindolol and propranolol) that all
activate MAPK but that display opposite efficacy toward AC through the B;AR, we
investigated pathways leading to the f;AR-mediated activation of MAPK. In parallel, the
conformations of the liganded receptor were assessed by bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) measurements monitoring structural rearrangements within receptor-G
protein complexes. The data obtained suggest that partial agonists bucindolol and
propranolol activated ERK1/2 in a Gi-independent manner while both Gi-dependent and -
independent pathways contributed to the isoproterenol-stimulated response. Moreover, we
distinguished distinct conformational rearrangements of the receptor/G protein induced by
isoproterenol in contrast from those promoted by either bucindolol or propranolol. Taken
together, our results demonstrate that distinct ligands could selectively engage distinct
effectors to activate a single signalling output by promoting discrete conformational

rearrangements.

Hence, we believe that the results presented in this thesis significantly contributed to
enlarge our vision of drug efficacy and selectivity and should certainly have important

implications for the development of drugs with desired efficacy profile.

Keywords : GPCR, efficacy, selectivity, receptor conformation, adenylate cyclase, MAPK,

1 adrenergic receptor, [, adrenergic receptor.
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1. INTRODUCTION

Dans un environnement en perpétuel changement, les organismes vivants doivent
pouvoir percevoir ’ensemble des signaux qui les entoure afin de s’y adapter et d’assurer
ainsi leurs fonctions vitales. Chez chaque étre vivant, un systéme de perception du monde
extérieur s’est développé, permettant la réception d’informations aussi vitales que la
quantité d’eau, de nutriments, de lumiére ou d’oxygeéne. Les étres unicellulaires, tels les
bactéries ou les levures sont ainsi capables de reconnaitre un grand nombre de molécules
provenant de leur environnement et de s’y adapter. Avec I’évolution et la présence de
colonies de cellules puis d’étres multicellulaires complexes organisés en tissus spécialisés,
la communication entre cellules, c'est-a-dire la transmission d’informations devient
essentielle afin d’assurer coordination et synchronisation des réponses. De ce fait, les
cellules doivent posséder a leur surface des capteurs, ou récepteurs, afin de recueillir les
différentes informations ou stimuli provenant du milieu qui les entoure, puis de les

transmettre a ’intérieur de la cellule.

L’existence de telles entités a été soupgonnée dés le début du XX™ siécle avec
I’étude des effets de différentes drogues sur un organisme, et méme si aucune molécule
n’avait clairement été identifiée, le nom de « substance réceptrice » est apparu (Langley,
1907). Enfin, dans les années 70-80, avec I’arrivée des méthodes de purification et de
clonage, on a pu isoler et identifier ces molécules présentes a la surface membranaire des
cellules et les diviser en 3 principales classes : les canaux ioniques, les récepteurs a activité
tyrosine kinase intrinséque ou associée et enfin, la plus vaste des classes : les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPGs). Chez I’humain, les RCPGs représentent une des plus
larges familles de protéines du génome (Lander ef al., 2001; Venter ef al., 2001) et sont
capables de reconnaitre une trés grande diversité de signaux : lumiére, ions, odeurs,
hormones, petits peptides, etc. Il n’est donc pas étonnant que 1’on retrouve la présence de
tels récepteurs chez de nombreux organismes, tels que la levure, dictyostelium, les plantes,

le vers caenorhabditis elegans et enfin les vertébrés. L importance de cette famille en fait



donc une cible pharmaceutique de choix, et on estime en effet a plus de 50% des
médicaments actuellement sur le marché qui réguleraient la fonction des RCPGs et 30% qui
les cibleraient de maniére directe (Vassilatis et al., 2003; Jacoby, 2006). Dans un tel
contexte, 1’étude de cette famille de protéines apparait essentiel afin de comprendre les
mécanismes par lesquels I’information est reconnue et transmise au sein de la cellule et par
la méme comprendre et améliorer I’efficacité de molécules agissant sur ces récepteurs.
Durant les trente derniéres années, conscientes de I’importance de cette famille, un nombre
grandissant d’études sur les RCPG ont permit d’apporter une information riche sur ces
récepteurs, que ce soit du point de vue structural, physiologique, moléculaire ou encore
pharmacologique. Dans cette section d’introduction, nous résumerons les données et les
concepts développés pertinents afin d’appréhender les travaux présentés dans cette thése
qui porte sur I’efficacité des ligands se liant aux RCPGs, et plus particuliérement sur

efficacité des ligands aux récepteurs B; adrénergique (B;AR) et B, adrénergique (B2AR).

1.1 Les récepteurs couplés aux protéines G :

Traditionnellement, les RCPGs sont décrits comme des unités signalétiques
monomériques a sept domaines transmembranaires capables de transmettre 1’information
extracellulaire a I’intérieur de la cellule via I’activation de GTPases hétérotrimériques (les
protéines G). Une fois le ligand lié au récepteur, celui-ci subit un changement structural qui
se traduit au niveau de la protéine G par un échange de GDP-GTP, la faisant ainsi passer
d’un état inactif a un état actif. La protéine G module alors & son tour certaines enzymes,

entrainant la régulation de seconds messagers a 1’origine de la réponse cellulaire (cf Fig. 1).
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Fig. 1 : Modé¢le classique, linéaire, de signalisation via les RCPG

En marge de ce modele linéaire, dans lequel un récepteur régule 1’activité d’une
unique protéine G et par la méme la cascade de signalisation qui lui est associée; de plus en
plus d’études ont révélé ces dix derniéres années un modele de signalisation via les RCPG
plus complexe, et ce aux différents niveaux de la cascade de signalisation.

Ainsi, la structure monomérique de 1’unité signalétique que représente le couple
récepteur/protéine G a été remise en question par de nombreuses études pharmacologiques,
biochimiques et biophysiques, montrant que la plupart des RCPGs existent sous forme de
diméres ou méme d’oligoméres d’ordre plus élevé, et que cet assemblage est nécessaire a
leur fonctionnalité (Terrillon and Bouvier, 2004). D’autre part, bien que le couplage a la
protéine G semble étre un trait commun aux RCPGs, certains n’ont pas encore été identifiés

comme pouvant coupler les protéines G. Enfin, de plus en plus d’études visent & démontrer



qu’il existe une signalisation indépendante des protéines G, par I’intermédiaire de

nombreux autres effecteurs. (Hall ef al., 1999a).

11 serait donc plus judicieux d’utiliser une autre terminologie, qui ne présuppose pas
le couplage unique aux protéines G mais qui s’appuie sur la structure de ces récepteurs :
« les récepteurs & 7 domaines transmembranaires » (R7TM), trait structural commun de

cette famille.

1.1.1 Organisation structurale

Les informations structurales concernant les RCPG s’appuient essentiellement sur
les données de cristallisation du récepteur Rhodopsine, premier et seul RCPG dont la
cristallographie en 3 dimensions, a 2.2A de résolution, a a ce jour été établie (Palzcewski et
al, 2000; Okada ef al., 2004) (Cf Fig. 2B). De nombreuses données de mutagenéese dirigée
et d’accessibilité des cystéines semblent néanmoins démontrer que ce modéle est aisément
transposable aux autres RCPGs, ou tout au moins a ceux de la méme famille (Balesteros et
al 2001).

Toutes les protéines de la famille des RCPGs présentent une organisation structurale
identique : on retrouve 7 domaines transmembraires (TMI-VII), possedant un haut degré
d’homologie, un domaine N-terminal (Nter) extracellulaire et un domaine C-terminal (Cter)
intracellulaire. Enfin, 3 boucles extracellulaires (e1-3) et 3 boucles intracellulaires (i1-3)
séparent les TM (Cf Fig. 2A).

Les RCPG partagent une grande homologie structurale au niveau des sept TM,
d’environ 25-35 acides aminés, qui possédent un haut degré d’hydrophobicité. Ces sept TM
forment 7 hélices o traversant de part en part la membrane plasmique et qui, vus du coté
extracellulaire sont arrangés dans le sens inverse des aiguilles d’'une montre. (Cf Fig. 2B).
A D’inverse de cette structure trés conservée, signature structurale des RCPG, une grande

diversité est observée au niveau du Cter et de la boucle i3 et cette diversité prend toute son
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ampleur au niveau du Nter dont la séquence peut varier de 10 a 50 acides aminés pour les
récepteurs des peptides et des monoamines, & 350-600 acides aminés pour les récepteurs au

glutamate ou aux hormones de type glycoprotéines.

Domaine
extracellulaire

Domaine

miracellulaire i1

Fig. 2 : Topologie et structure des RCPGs. (A) Topologie d’un RCPG et dénomination
de ses différents domaines, (B) Structure tridimensionnelle du récepteur rhodopsine bovin

d’aprés Okada and Palczewski, 2001

Les ligands utilisent différents modes de liaisons qui peuvent étre séparés en trois
catégories : les ligands qui se lient au creux des domaines transmembranaires et n’utilisent
pas le domaine Nter, ceux qui utilisent certains domaines extracellulaires ainsi qu’une
partie du Nter du récepteur pour leur liaison, et enfin, ceux qui se lient uniquement au

niveau du domaine Nter (Cf Fig. 3)
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Fig. 3 : Les trois principaux modes de liaison des ligands aux RCPGs

1.1.2 Classification des RCPGs :

De nombreux systémes de classification sont utilisés afin de séparer cette super
famille, constituée de plus de 1000 membres, en différentes sous-familles. Certaines sont
basées sur la facon dont les ligands se lient, d’autres sur des aspects a la fois physiologiques
et structuraux (Bockaert and Pin, 1999). Une des plus connues et des plus utilisées est la
classification en A-F (ou en 1-5) qui attribue une lettre a chaque famille et qui permet de
classifier les RCPG appartenant aux vertébrés et aux invertébrés selon leur homologie de
séquence en acides aminés (Vassilatis et al., 2003). Dans cette classification certaines
familles ne se retrouvent pas chez ’humain comme les familles D, E et F. Une nouvelle
classification (GRAFS) a été proposée en 2003 par Fredriksson et al. (Fredriksson et al.,
2003), se basant sur une analyse phylogénique trés étendue, comprenant plus de 300 RCPG
encodés par le génome humain uniquement, permettant ainsi de s’affranchir des grandes
différences de séquences entre le génome des mammiféres et celui des invertébrés.

Néanmoins, cette classification semble pouvoir étre généralisée a I’ensemble des RCPG



(Schioth and Fredriksson, 2005). Ainsi, les RCPG sont divisés en 5 principales familles:
Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzeled/Taste 2 et Sécrétine (donnant 1’acronyme
GRAFS), chaque membre de chaque famille ayant une origine d’évolution commune. On

retrouve cependant de grandes similarités avec la classification en A-F.

La famille « Glutamate » correspond en partie a la famille C de la classification A-

F. La plupart des membres de cette famille présentent un trés important domaine Nter
d’environ 280 a 580 acides aminés, formant deux lobes distincts, séparés par une cavité ou
est reconnu le ligand. Une fois cette reconnaissance effectuée, les deux lobes se referment
autour du ligand tels les lobes de la plante carnivore dionée autour de sa proie, d’ou le nom
de « Venus Fly Trap » donné a cette structure. On retrouve dans cette famille les récepteurs
meétabotropiques au glutamate, deux récepteurs au GABA (GABA, et GABAy), ainsi que le
récepteur du goit de type (TAS1) et le récepteur de sensitivité au calcium (CASR).

La famille « Rhodopsine » est sans conteste celle qui regroupe le plus de membres

(plus de 200 récepteurs). Celle-ci correspond a quelques exceptions prés a la famille A de la
classification en A-F et porte le nom de Rhodopsine en référence au premier récepteur
cloné de cette famille. On retrouve d’importantes sous-familles telles que les récepteurs
adrénergiques, les récepteurs a la prostaglandine, a la mélatonine, ou encore les récepteurs
aux chimiokines. Parmi les caractéristiques de cette famille se trouve la conservation d’un
motif DRY ou D(E)-R-Y(F) entre le TMIII et la boucle i2 ainsi que d’un motif
NSxxNPxxY au niveau du TMVIL. D’autre part, la plupart des ligands de cette famille
utilisent la cavité formée par les différents TM comme site de liaison du ligand. Les ligands
des récepteurs de cette famille sont d’une grande diversité (protéines, peptides, amines,

etc.).

La famille « Adhésion » est une nouvelle famille de 24 récepteurs, dont certains

appartiennent a la classe B de la classification en A-F. La caractéristique principale de cette



famille est leur trés long domaine Nter (de 200 a 2800 acides aminés), qui contient des

motifs impliqués dans 1’adhésion cellulaire ainsi que de nombreux sites de glycosylation.

La famille Frizzled/Taste 2, dans cette nouvelle classification, rassemble 2 groupes

de récepteurs : les récepteurs frizzled et smoothened, appartenant & la famille F. Ces
récepteurs sont impliqués dans les processus d’embryogénése et de polarisation cellulaire et
ont seulement récemment €té considérés faisant partie de la famille des RCPGs (Foord et
al., 2005). En effet, malgré leur topologie a 7TM, l’interaction directe des récepteurs
frizzled avec les protéines G n’a pas, & ce jour, été démontrée. Néanmoins, un nombre
grandissant d’évidences indirectes ameénent a penser I’'importance des protéines G dans la
signalisation de ces récepteurs (Malbon, 2004). Les récepteurs smoothened, quant a eux
sont activés de maniére constitutive et peuvent se coupler aux protéines G

hétérotrimériques.

La famille « Sécrétine » : elle correspond essentiellement a la famille B, aussi
appelée « Secretin-like receptor », du nom du premier récepteur cloné dans cette famille.
Les récepteurs lient des peptides de grande taille, qui partagent une importante identité en
acides aminés. Leur Nter, d’environ 60 a 80 acides aminés, est pour beaucoup de récepteurs
le site de liaison du ligand comme par exemple chez les récepteurs du peptide intestinal
vasoactif (VIPR) ou du peptide d’activation d’adénylate cyclase pituitaire (PACAPR). Ony

retrouve aussi les récepteurs a la calcitonine (CTR) et les récepteurs au glucagon (GCGR).
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1.2. Signalisation

1.2.1 Les effecteurs des RCPGs :

Les protéines G hétérotrimériques sont les effecteurs de choix des RCPG, et jusqu’a
récemment ont €té considérées comme 1’unique effecteur direct des récepteurs. Toutefois,
de plus en plus d’études visent désormais 4 démontrer que de nombreuses autres protéines

peuvent interagir avec le récepteur et entrainer une signalisation qui leur est propre.

1.2.1.1 Les Protéines G hétérotrimériques et leurs effecteurs :

Une des premiéres observations quant a la signalisation des RCPG a été I’élévation
de I’AMPc intracellulaire en réponse a un agoniste PBadrénergique. Ainsi donc, un des
premiers effecteur a avoir été identifié fut I’adénylate cyclase et non pas les protéines G
hétérotrimériques, comme on pourrait éventuellement le penser. C’est par I’étude de
I’influence d’un traitement a la toxine cholérique sur les niveaux d’AMPc, et I’isolation de
mutants résistants a ces toxines (cellules S49 dites cyc-) que I’identification des protéines G
hétérotrimériques (G pour « guanine nucléotide binding protein ») a débutée. Ainsi, la
protéine Gas (s pour stimulatory protein) a été purifiée, migrant a 45KDa, ainsi que deux
autres protéines associées : la protéine G (35KDa) et la protéine Gy (8-10 KDa) (Northup
et al., 1980). Néanmoins, quelques années auparavant, ’importance du GTP dans la
signalisation cellulaire avait ét¢ démontrée par 1’équipe de Rodbell. En effet, de I’ATP non
purifié, contaminé par des traces de GTP était capable de déplacer la liaison cellulaire du
glucagon et en utilisant du GTP purifié, ce processus était beaucoup plus rapide. De méme,

sans GTP, le glucagon n’était plus capable de stimuler I’adénylate cyclase. Ainsi, le GTP
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fut considéré comme le facteur biologique responsable de la dissociation du ligand et de

’activation de la signalisation (Rodbell ef al., 1971a;Rodbell et al., 1971b).

A I’heure actuelle, chez les mammiféres, 16 génes codant pour des protéines Ga, 5
pour des protéines Gf et 12 pour des protéines Gy ont été identifiés. De maniére purement
aléatoire, il peut donc exister une trés grande diversité d’hétérotrimeéres et bien que de
nombreuses associations entre sous-unités aient été identifiées, toutes les combinaisons ne
semblent pas €tre possibles pour des questions notamment de profil d’expression tissulaire,

et de structure (Robishaw and Berlot, 2004).

C-terminus

oN helix

GTPase domain

halical domasin

Fig. 4 : Structure tridimensionnelle d’une protéine G hétérotrimérique (Go;;By2) sous
forme inactive : en rouge, I’hélice o du domaine N-ter, en bleu, la région C-ter de contact
avec le récepteur. La molécule de GDP est enfouie entre le domaine GTPasique et le
domaine hélicoidal de la sous-unité alpha (en vert). La sous-unité 3 est en jaune et la sous-

unité y en orange. D’apres Milligan and Kostenis, 2006
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- Les sous-unités o :

D’une taille d’environ 39-46KDa, elles sont au nombre de 16 et sont divisées, selon
leur similarité de séquence en 4 grandes familles: les protéines Ga, les protéines Gay,, les
protéines Goiy/ et les protéines Goijp/3 (Cf Tableau I).

Ces protéines possédent deux principaux domaines : le domaine GTPase et le domaine en
hélice o (Cf Fig. 4). Elles sont de nature soluble mais se retrouvent toutefois a la membrane
cellulaire grdce a des modifications post-traductionnelles. Ainsi, toutes les familles de
protéines Go. sont palmitylées (16 carbones) en Nter a ’exception du sous-type Goy. Les
protéines Go, et Goiy possédent deux sites de palmitylation alors que les protéines Gl
n’en possédent qu’un, mais sont la cible de myristoylation (14 carbones). Ces acylations
permettent un ancrage a la membrane plasmique, la protéine G se retrouvant ainsi a
proximité du récepteur (Wedegaertner, 1998). Elles peuvent aussi permettre la localisation

dans des compartiments lipidiques spécialisés de type « raft » (Ostrom and Insel, 2004).

- Les sous-unités By :

On retrouve 5 sous-unités B et 12 sous-unités y différentes. Ces 2 sous-unités
interagissent de maniére forte par I’intermédiaire d’une structure « coiled-coiled » et
semblent ne pas pouvoir se dissocier, a I’exception de la sous-unité 5 qui est capable de se
dissocier de la sous-unité y, suggérant ainsi un réle particulier a cette sous-unité (Sondek
and Siderovski, 2001).

Malgré le caractére relativement hydrophobe de la sous-unité y, que 1’on pourrait penser
suffisante pour une localisation membranaire, il existe aussi un motif Cys-A-A-X en Cter
de cette protéine qui lui permet d’étre isoprénylée (farnésylation ou géranylgéranylation
selon la séquence du dernier acide aminé), et ainsi d’étre ancrée fortement a la membrane

plasmique.
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Famille Sous-type Principaux Effecteurs
Gas Gas 7 hdenylate cyclase, # Canaux K, # Src tyrosine kinases
Gaolf 2 Tubulin
Gailo Gail = Adenylate cyclase, Canaux CaZ+ (%), K+ ()
Gai2 2 Sre fyrosine kinases, activation ERK/MAPK
Gai3 #Tubulin, # RaplGAP, # ¢GMP-PDE
Gauol
Goo2
Goz
Gaitl
Got2
Gag/ll Gowg # Phospholipase Cp isoforms, # Bruton’s tyrosine kinase
Gell #RhoGEF, # Canaux K+
Gald
Ga.l5
Galé
Gal2/13 Gaul2 # Phospholipase D, £ Phospholipase Cg, ANHE-1, iNOS,
Gal3 2 RhoGEF, # Radixin, #PP5
GRY Gpl Gyl 2% adénylate cyclase, » phospholipase Cp, # PI3K,
Gp2 Gy2 # Canaux K+, ¥ Canaux Ca2+, # JNK, # Src kinases,
GRp3 Gy3 #Rho-GEF, # Bntton’s tyrosine kinase, # Tubulin,
Gp4a 2 GRK recruitment
Gp5
Gyl2

Tableau I : Liste des différentes familles de sous-unités des protéines G, leurs sous-

types et leur fonction signalétique.
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- Activation des protéines G-hétérotrimériques :

La théorie classique établit qu’un récepteur posséde une spécificité de couplage
envers une famille de protéine G. Toutefois, en marge de cette théorie, de plus en plus de
récepteurs ont été identifiés comme pouvant se coupler a une ou plusieurs autres familles
(Hermans, 2003). Ainsi, par exemple, le récepteur humain de 1’hormone thyréotrope
(TSHR) est capable de stimuler les protéines des quatre familles de protéines G dans des
conditions physiologiques normales (Laugwitz et al., 1996). Ce couplage a plusieurs
protéines G est pour certains récepteurs (VIPR, B;AR, B,AR, IPR) souvent attribué a un
mécanisme de changement de spécificité de couplage, souvent appelé « switch » Gs/Gi. Le
récepteur, une fois phosphorylé par PKA change sa spécificité de couplage envers Gs, se
couplant préférentiellement a Gi plutét qu’a Gs (Luo et al, 1999; Martin et al., 2004,
Daaka et al., 1997, Lawler et al., 2001). Il est & noter que ce mécanisme est toutefois
controversé, et que de nombreux groupes ne semblent pas 1’observer (Friedman et al.,

2002, Hill and Baker, 2003).

Les domaines de spécificité de reconnaissance Récepteur/Protéine G ne sont pas
clairement identifiés. Les boucles i2 et i3 du récepteur sont les domaines les plus décrits
comme jouant un rdle clé mais les boucles i2 et i4 peuvent aussi moduler I’interaction entre
les RCPG et les protéines G. D’autre part, des mutations dans divers autres domaines du
récepteur ont été proposées comme affectant le couplage des protéines G, suggérant ainsi
que la conformation globale du récepteur serait aussi importante que certaines régions

spécifiques du récepteur dans cette spécificité d’interaction (Oldham and Hamm, 2007).

Le modele classique de transduction du signal implique que suite a la liaison du
ligand le récepteur change de conformation et s’associe de maniére plus efficace avec la
protéine hétérotrimérique G. Le récepteur sert alors de GEF (Guanine nucleotide Exchange

Factor) et induit la libération du GDP associé a la sous-unité o et son remplacement par un
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GTP. Ces réarrangements conformationnels conduisent a la dissociation entre les sous-
unités o et Py, qui se dissocient du récepteur et deviennent actives. Elles pourront alors
chacune agir sur de nouveaux effecteurs et réguler des cascades de signalisation qui leur
sont spécifiques. Ensuite, la sous-unité o, qui possede sa propre activité GTPasique,
hydrolyse le dernier phosphate du GTP et restaure ainsi la forme GDP-o, cette
conformation permettant sa réassociation avec le complexe By, et assurant ainsi la fin du
cycle d’activation. (Fig.5) Toutefois, ce modéle de recrutement des protéines G au
récepteur suite & son activation, puis de dissociation du récepteur des sous-unités o et By a
¢été remis en cause par de nombreuses €études qui démontrent que la protéine G serait déja a
proximité du récepteur et que la liaison du ligand n’entrainerait pas une réelle dissociation
récepteur/protéine G mais plutdét des changements conformationnels au sein de ce

complexe, permettant I’échange GDP/GTP (Bunemann et al., 2003, Gales et al., 2006).
Deux types de protéines peuvent réguler ce cycle d’activation des protéines G et
ainsi moduler les voies de signalisation en découlant : les protéines RGS (regulators of G-

protein signaling) et les protéines AGS (activators of G-protein signaling) (Fig.5).

- Les RGS (regulators of G-protein signaling):

Plus de 25 protéines RGS, de taille et de nature variable, ont été identifiées a ce jour
chez les mammiferes. Elles ont en commun un domaine RGS, aussi appelé « RGS box »,
d’environ 120-125 acides aminés. Ces protéines agissent sur le cycle d’activation des
protéines G par deux mécanismes, qui peuvent s’opérer indépendamment ou
conjointement :

- par leur activité GAP (GTPase activating protein), elles permettent d’augmenter
I’activité GTPasique intrinséque aux protéines Gol, I’hydrolyse du GTP en GDP est ainsi
accélérée, les protéines G passent alors d’un état actif (lié au GTP) a un état inactif (lié au

GDP). Il y a alors régulation négative de la signalisation via les protéines G.
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- en rentrant en compétition avec les molécules effectrices des sous-unités Go
actives, c’est a dire liées au GTP (Willars, 2006), réduisant ainsi la signalisation qui leur est
associée. Ainsi, RGS2 et RGS3, malgré leur fonction GAP, ont été démontrées pour agir

principalement par compétition (Anger et al., 2004).

Il est intéressant de noter que les RGS régulent de maniére sélective les voies de
signalisation activées par les RCPGs. En effet, il a été démontré que certaines RGS pouvent
réguler de maniere sélective un type de protéine G. Un des premiers exemples provient de
I’étude de RGS4 et RGS19 sur Iactivité GTPasique de plusieurs types de protéines G. Ces
deux RGS sont en effet capables d’accélérer 1’activité GTPasique des protéines de type
Gai/o mais ne peuvent agir sur les protéines Gos (Berman ef al., 1996). D’autre part, les
RGS peuvent agir de maniére sélective sur un récepteur. Par exemple, RGS4 est capable de
réguler différemment la voie de signalisation de trois récepteurs (récepteurs a la bombésine,
récepteur muscarinique et récepteur a la cholécystokinine) pourtant couplés a une méme

protéine G, la protéine Gaq (Xu et al., 1999).

L’expression et la localisation de ces protéines est hautement régulée, assurant ainsi
sélectivité et spécificité d’action par une expression spatio-temporelle spécifique mais aussi
par des domaines de reconnaissance ou d’interaction avec d’autres protéines (Xie and

Palmer, 2007).

- Les AGS (receptor independent Activators of G proteins signalling):

Découvertes plus récemment (Cismowski et al., 1999; Takesono et al., 1999), ces
protéines, contrairement aux RGS n’ont pas de domaine commun mais possédent une
activité commune, a savoir la régulation de la signalisation induite par les protéines G. Les
AGS se classent selon leur mode d’action, en trois groupes. Le premier comprend les

AGS]1, qui peuvent activer les protéines Gai et Goo en agissant comme GEF (guanine
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nucleotide exchange factor). Le deuxiéme groupe comprend les AGS3-6 qui sont
caractérisées par la présence d’un ou plusieurs motifs de 20-25 acides aminés nommé motif
GPR (G-protein regulatory motif) ou motif GoLoco. Par ce motif, ce groupe de protéines
interagit principalement avec les formes Ga liées au GDP, stabilisant ainsi la forme Go
inactive mais favorisant aussi par 12 méme la forme libre des sous-unités By. Ainsi, ce
groupe de protéine AGS inhibent la signalisation dépendante de Go mais favorisent la
signalisation dépendante du complexe By. Le groupe III, quant & lui, comprend les AGS2, 7

et 8 qui se lient aux sous-unités By mais leur fonctionnalité signalétique n’est pas encore

établie (Blumer et al., 2005).
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Fig. 5: Modéle d’activation des protéines G hétérotrimériques par les RCPGs et

régulation du cycle d’activation par les protéines régulatrices de type RGS ou AGS



1.2.1.2 Les effecteurs et les cascades de signalisation traditionnels activés

par les protéines G :

D’aprés le dogme, une fois activées, les sous-unités des protéines G
hétérotrimériques activent a leur tour des molécules effectrices, générant ainsi une série de
second messagers, donnant lieu a diverses réponses cellulaires (Cf Fig. 1 ). Contrairement
au grand nombre de RCPG existants et au grand nombre de protéines G hétérotrimériques
possibles, la quantité d’effecteurs pouvant étre activés par les RCPG est limitée. On
retrouve principalement trois types de molécules effectrices : des enzymes, des canaux
ioniques ou des transporteurs. Ainsi, selon le/les type(s) de sous-unités de protéine G
activées par le récepteur (Cf Tableau I) I’adénylate cyclase (AC), la guanylate cyclase, les
phosphodiestérases ou la phospholipase A2 (PLA2) activeront ou inhiberont ainsi des
seconds messagers tels que I’AMPc, le GMPc, le Diacylglycérol (DAG), I’inositol (1,4,5)-
triphosphate, 1’acide arachidonique. Il pourra y avoir augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca®* et Pouverture ou la fermeture d’une grande variété de canaux

ioniques.

Toutefois, dans les dix derniéres années, de plus en plus d’études ont élargi la vision
classique et linéaire de transduction du signal « RCPG / protéineG / seconds messagers ».
En effet, comme nous I’avons vu précédemment un méme récepteur peut activer un
éventail de protéines G et ainsi mener a ’activation simultanée de plusieurs voies de
signalisation distinctes. D’autre part, les protéines G ne sont pas les seules molécules
effectrices interagissant avec le récepteur. Ainsi, la plupart des réponses biologiques
induites par les RCPG ne découlent pas nécessairement d’une seule voie de signalisation
mais sont le résultat de I’intégration des activités fonctionnelles d’un réseau intracellulaire

de cascades de signalisation sophistiqué.
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Nous allons voir ci-dessous 1’exemple d’une voie classique linéaire, celle de I’AC et
de ’AMPc (cf Fig. 6A), et nous prendrons ensuite connaissance des autres voies de

signalisation possibles, avec comme exemple, la voie des MAPK de type ERK1/2.

1.2.1.2.1 : Exemple d’une cascade de signalisation « classique », la voie de |'adénylate

cyclase/AMPc:

L’AMPc est un des plus ubiquitaires et des plus ancestraux second messager
intracellulaire identifié, présent a la fois chez les procaryotes, les eucaryotes unicellulaires,
les plantes et les mammiféres. Le niveau intracellulaire d’AMPc au niveau de la cellule est
hautement régulé via I’action 1’adénylate cyclase (AC), qui permettent la formation
d’AMPc & partir d’ATP; mais aussi via les phosphodiestérases (PDE) qui assurent sa

dégradation.

On retrouve 9 isoformes d’adénylate cyclase (AC1-9), dont les profils d’expression
différent selon les tissus, et qui sont régulés par un éventail spécifique de protéines. Chaque
isoforme présente une topologie conservée (Gao and Gilman, 1991): une région Nter, un
domaine hydrophobe de 6 hélices transmembranaires (M1), un important domaine
cytoplasmique (C1), un second domaine hydrophobe (M2) et enfin un second domaine
cytoplasmique homologue au premier (C2). Le site catalytique de ’enzyme, qui permet la
catalyse d’ATP en AMPc est formé par les domaines C1 et C2. (Cf Fig. 6B). Chaque type
d’adenylate cyclase sera régulé par un éventail spécifique de protéines. Ainsi, alors que
tous les sous-types pourront étre régulés de maniére positive par la sous-unité Gs, seules
AC1, AC3, AC5 et AC6 pourront étre régulées négativement par Gi. Les sous-unités By
pourront elles aussi agir sur ’adénylate cyclase, soit de maniére positive (AC2 et AC4) soit
de maniére négative (AC1). D’autres protéines, non nécessairement reliées aux RCPG

pourront également réguler ’activité adénylate cyclase de manicre positive ou négative,
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comme la calmoduline, la PKC (stimulation), le Ca®, ou encore la PKA (inhibition)

(Simonds, 1999).

La dégradation d’AMPc au sein de la cellule est effectuée par 1’action des
phosphodiestérases, qui assurent I’hydrolyse de I’ AMPc en AMP. Chez les mammifeéres,
ce sont les sous-familles PDE1, 2, 3, 4, 7 et 8 qui ont cette fonction. Leur localisation
stratégique, par I’intermédiaire d’interactions spécifiques avec des protéines d’échafaudage
assure une compartimentation de I’AMPc au sein de la cellule. Ainsi, par exemple, la
protéine d’échafaudage Parrestine est capable de recruter PDE4D aux récepteurs f,AR
activés de la membrane plasmique, assurant ainsi une dégradation localisée de ’AMPc
(Perry et al., 2002). Une des protéines les plus connues pour recruter les PDE est la
protéine d’ancrage AKAP (Anchoring Kinase A Protein) qui permet le regroupement de
protéines telles que PKA ou PDE4D3, permettant ainsi une régulation locale des flux
d’AMPc (Smith et al., 2006).

Le développement de techniques d’imagerie par fluorescence a permit de suivre les
flux d’AMPc en cellule individuelle et ainsi de mettre en évidence cette régulation spatio-

temporelle de I’ AMPc intracellulaire (Zaccolo et al., 2000; Adams et al., 1991).
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Fig. 6 : Les acteurs de voie de I’adénylate cyclase: A) Exemple d’une voie
classique, linéaire, de signalisation. B) Topologie de I’adénylate cyclase. C) Topologie et

mode d’activation de la PKA

L’ AMPc intracellulaire, régulera a son tour plusieurs cibles intracellulaires.

Parmi celles-ci, la PKA est la protéine kinase la plus connue pour étre activée par
I’AMPc (cAMP-dependent protein kinase) et certainement la mieux caractérisée des
protéines kinases. Elle est composée de deux sous-unités catalytiques (C) actives
assemblées en complexe d’holoenzyme inactive, et d’un dimére de sous-unités régulatrices
(R). L’AMPc se lie sur les sous-unités régulatrices et rend ainsi actives les sous-unités

catalytiques (Cf Fig. 6C). Les substrats de cette enzyme sont multiples et dépendent du type
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cellulaire mais aussi de la localisation de la PKA au sein de la cellule, cette localisation
étant souvent assurée par la protéine AKAP qui cible les protéines PKA dans certains
compartiments cellulaires (Smith et al., 2006).

Une multitude de fonctions cellulaires sont régulées par I’action de la PKA, telles
que la contraction cardiaque, la régulation du cycle cellulaire, le transport des flux ioniques
au sein de la cellule, la polarisation des cellules épithéliales, |I’expression de certains génes,
la biosynthése des stéroides. La PKA est aussi impliquée dans les fonctions reproductives
ou encore lors de réponses immunitaires. Ainsi, par exemple, afin d’assurer contraction et
excitation cardiaques, de nombreuses protéines seront la cible de la PKA, telles que la
troponine I (Tnl), les phospholambans (Pln), les canaux calciques de type L, les récepteurs
ryanodine (RyR), ou encore la protéine de liaison a la myosine de type C (MyBP-C).
(Tasken and Aandahl, 2004)

L’AMPc peut aussi se lier sur EPAC (exchange protein activated by cAMP), bien
que son affinité soit plus faible que celle pour PKA. Les 2 isoformes d’EPAC (EPAC1 et
EPAC2) sont des GEF pour les petites GTPases Rap1 et Rap2, et la liaison de I’AMPc sur
EPAC résulte en I’ouverture de la protéine et I’exposition de son domaine d’interaction
avec Rap. Il y aura ainsi conversion de la forme inactive RapGDP en la forme active
RapGTP. Toutefois, le role exact de Rap dans la signalisation intracellulaire demeure

encore élusif (Bos, 1998).

Les canaux ioniques dépendants des nucléotides cycliques (CNG, cyclic nucleotide-
gated) sont aussi régulés par I’AMPc. Ces canaux, que I’on retrouve au niveau du rein, des
testicules, du cceur ou encore dans le systéme nerveux central ont ét€¢ premiérement
identifiés pour étre activés en réponse au GMPc. Toutefois, plus récemment, I’AMPc s’est
avéré un régulateur des CNG dans le systéme olfactif et lors de la motilit¢ du sperme

(Bradley et al., 2005).
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1.2.1.3 : Infidélité des RCPG envers les protéines G : autres effecteurs

Bien que la signalisation par les RCPGs soit classiquement associée a leur couplage
avec les protéines G hétérotrimériques, de nombreuses évidences, chez les invertébrés
comme chez les vertébrés montrent qu’il existe une signalisation qui peut étre indépendante

des protéines G.

Un des premiers exemples provient de 1’étude de la signalisation des récepteurs
CAR (cAMP receptors) chez Dictyostelium. Ces récepteurs, qui reconnaissent les gradients
d’AMPc, pourraient en effet induire une signalisation en absence des protéines G. Ainsi,
des voies de signalisation telles que I’activation de ERK2 ou I’influx de Calcium sont
présentes dans des organismes mutants pour la protéine GP3, laissant penser a une
signalisation indépendante des protéines G (Gavin R. ef al.; 1995; Milne JL et al. 1995,
Maeda et al., 1996). Toutefois, la molécule effectrice, interagissant avec le récepteur n’est a

ce jour pas connue.

Chez les vertébrés, un nombre grandissant de molécules ont été identifiées comme
interagissant de maniére directe avec les RCPG (Bockaert et al., 2004); (Brady and
Limbird, 2002). Ces protéines peuvent avoir un role dans I’acheminement ou la stabilité des
récepteurs a la surface cellulaire, ou encore influencer leur signalisation. Récemment,
certaines d’entre elles ont €té décrites comme pouvant induire leur propre signalisation, de
fagon indépendante des protéines G. Parmi ces molécules, une des plus étudiée est
certainement la molécule d’échafaudage Parrestine, capable d’interagir avec la plupart des
RCPGs. On retrouve toutefois aussi d’autres protéines telles que NHERF, qui interagit avec
les récepteurs B,AR, PTHRI, P2Y1 et kOR et aussi la molécule Homerla qui interagit avec

les récepteurs de la famille G de la classification GRAFS. Récemment, la molécule Src a
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aussi été impliquée dans une signalisation qui serait indépendante des protéines G. Nous

allons décrire ci-dessous ces quelques exemples.

1.2.1.3.1 La Parrestine :

Initialement identifiée comme molécule « d’arrét » du signal induit par les RCPGs
(cf §1.2.2.2), cette molécule a ensuite €ét€¢ décrite comme protéine d’échafaudage pour
I’activation de nombreuses voies de signalisation. Et, au regard d’une étude récente, un
grand nombre de protéines interagissant avec la Parrestine auraient des fonctions
signalétiques. En effet, seulement 15% des protéines d’interaction de la Parrestine auraient
un rdle dans l’organisation cellulaire contre plus 25% qui auraient un rdle dans la
transduction du signal (Xiao et al., 2007). La voie signalétique la plus étudiée concerne la
voie des MAPK avec une interaction identifiée entre la Parrestine et les protéines ERK1/2,
JNK3, p38 ou encore la voie Akt. La Parrestine réunit ainsi les molécules nécessaires a
I’activation de ces voies assurant ainsi spécificité de signalisation mais aussi de localisation
puisque la Parrestine exclue souvent une localisation nucléaire. Ainsi, par exemple Raf-1,
MEK-1 et ERK1/2 peuvent interagir avec la Parrestine2 afin d’aménager un module
signalétique chargé de la stimulation des ERK1/2 par le récepteur AT15R au niveau du
cytoplasme (Luttrell e al., 2001). De maniére similaire, la Parrestine2 peut recruter les
protéines ASK1, MKK7, MKP7, et JNK3 et la formation de ce complexe assure ainsi la
stimulation de JNK3 mais aussi sa régulation négative via I’action de la phosphatase MKP7
(McDonald et al., 2000, Willoughby and Collins, 2005). Ce complexe s’avére aussi exclu
du noyau (Scott et al., 2002). Un autre module signalétique a été identifié plus récemment,
regroupant la Parrestine2, PP2A et Akt (Beaulieu et al., 2005) et le nombre grandissant de
partenaires identifiés pour la Parrestine laisse envisager I’existence d’une grande diversité
de modules signalétiques possibles (Xiao et al., 2007).

D’autre part, la stimulation de certaines de ces cascades peut étre totalement ou en

partie indépendante des protéines G. Le premier cas identifié fut celui de ’activation de la
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voie ERK1/2 par le récepteur BoAR. Dans leur étude, Luttrell et al ont démontré que cette
voie est dépendante de Ras et de la tyrosine kinase Src mais peut étre indépendante des
protéines G. Désormais, de nombreux exemples ont confirmé ce role clé de la Parrestine
dans la signalisation ERK1/2 indépendante des protéines G (Azzi et al., 2003; Wei et al.,
2003; Ren et al., 2005; Shenoy et al., 2006a; Gesty-Palmer et al., 2006; Charest et al.,
2007).

1.2.1.3.2 Les protéines Homer :

Les protéines de la famille Homer sont des protéines d’échafaudage de type PSD,
critiques pour la transmission glutaminergique. Il existe plusieurs isoformes d’Homer, issus
de 3 génes différents (Homer1-3), qui partagent tous un domaine EVH1 en Cter, ce qui leur
permet de s’associer avec un motif riche en proline (PPXXFR) que I’on trouve en Cter des
récepteurs mGluR, des récepteurs NMDA ainsi que des canaux calciques. Toutes les
protéines Homer, a I’exception de Homerla contiennent aussi en Cter un domaine « Coiled
coil » assurant leur dimérisation et permettant ainsi la formation de complexes homo-
oligomériques ou hétéro-oligomériques, responsables de la stimulation des récepteurs IP3.
Par contre, Homerla ne posséde pas ce domaine Coiled coil et ainsi agit en tant que
dominant négatif pour la formation de ces complexes oligomériques. Ainsi, la quantité de
Homerla présente au sein de la cellule régulera I’activité constitutive des canaux calciques
liés aux récepteurs mGluR1a, de maniére indépendante des protéines G hétérotrimériques

(Fagni et al., 2004)

1.2.1.3.3 Les protéines NHERF (EBP50)

Cette famille de protéines adaptatrices est caractérisée par la présence de deux

domaines d’interaction de type PDZ en Nter, et en Cter un domaine qui se lie aux protéines
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du cytosquelette de type erzin, radixin, moesin et merlin. Elles ont été premiérement
identifiées comme des molécules favorisant la formation de complexe multiprotéiques qui
médient la phosphorylation des échangeurs sodium/hydrogéne de type 3 (NHE3) par PKA
et leur régulation négative. Récemment ces protéines ont été décrites comme s’associant
avec plusieurs RCPG tels que le B,AR, le KOR, P2Y1R et le PTHR (Weinman ef al., 2006).
En 1998, Hall et al. ont montré que I’interaction de NHERF avec les 10 derniers acides
aminés en Cter du récepteur B,AR permet la stimulation de NHE3 de maniére indépendante
des protéines G (Hall ef al., 1998a). Désormais, le role clé de NHERF dans la modulation
indépendante des protéines G de NHE3 a été confirmé pour les récepteurs P2Y1 et KOR
(Hall et al., 1998b; Huang et al., 2004). 1l est aussi intéressant de noter que parallélement,
la liaison de NHERF au récepteur B,AR a été identifiée comme nécessaire pour le

recyclage du récepteur a la membrane plasmique (Cao et al., 1999).

1.2.1.3.4 Src

Cette famille de protéines tyrosine kinase est impliquée notamment dans la
prolifération, la survie et I’adhésion cellulaire. Classiquement stimulées par les récepteurs
aux facteurs de croissances, les protéines Src sont aussi décrites depuis plus d’une dizaine
d’années comme pouvant aussi étre stimulées par les RCPG (van Biesen et al., 1995;
Luttrell et al., 1996). Dans certains cas, ces protéines peuvent s’associer de maniére directe
avec les régions intracellulaires des RCPG. En effet, de nombreux RCPG possédent un site
consensus de liaison des domaines SH3 (Src Homology) dans leur boucle i3 ou au niveau
du Cter. Par exemple le récepteur B3AR posséde en son Cter ce type de site (région riche en
Proline) et la liaison de 1’agoniste au récepteur induit la formation d’un complexe entre le
récepteur et Src qui serait responsable de I’activation de la voie ERK1/2 (Cao et al., 2000).
De maniére similaire, les récepteurs P2Y1 possédent eux aussi en Cter un site de liaison des

domaines SH3 responsable du recrutement de Src au récepteur activé. Toutefois, cette
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liaison n’apparait pas impliquée dans la stimulation de la voie ERK1/2 (Liu et al., 2004).
Ce n’est que récemment que la liaison de Src @ un RCPG a été décrite comme étant a
lorigine d’une signalisation totalement indépendante des protéines G. En effet,
contrairement au récepteur B3AR pour lequel la liaison de Src au récepteur est dépendante
de la protéine Gi, le récepteur B,AR, en réponse a de fortes concentrations d’agoniste, est
capable de recruter Src de maniére indépendante des protéines G et ce recrutement méne a

une stimulation de la voie ERK1/2 (Sun er al., 2007).

1.2.1.4 Les MAPK de type ERK1/2, un exemple d’intégration de

différents signaux

Les RCPG sont capables d’induire la croissance cellulaire, la différentiation et la
survie cellulaire dans de nombreux types cellulaires et ces effets sont largement attribués a
leur capacité de réguler la voie des MAPK (Volmat and Pouyssegur, 2001). Cette cascade
de signalisation se retrouve a travers toutes les espéces eucaryotes et comprend au moins
quatre groupes distincts chez les mammiféres : les ERK1/2 sont les plus classiques ; mais
on retrouve aussi c-JNK 1-3, les isoformes a, 3, 7y, et & de p38 et les ERK 3, 4 et 5. Chaque
cascade est composée d’une série de 3 kinases trés conservées au cours de 1’évolution,
agissant de maniére séquentielle par phosphorylation: une MAPK, une MAPK kinase
(MAPKK) et enfin une MAPKK kinase. Pour les ERK1/2, MEK est la protéine se
retrouvant directement en amont, et ce sont les protéines A-Raf, B-Raf, Raf-1 et c-Mos qui

agissent en tant que MEK kinases. (Cf Fig. 7).
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Fig. 7: Cascade de signalisation de la voie MAPK, a gauche, modéle séquentiel tres
conservé d’activation des MAPK chez les eucaryotes; a droite, les kinases correspondantes,

impliquées dans la stimulation de voie ERK1/2 chez les mammiféres

Bien que cette séquence d’activation soit trés conservée, les voies empruntées par
les RCPG pour moduler en amont cette séquence d’activation des ERK sont multiples et
font intervenir une grande variété de protéines de différentes familles (cf Fig.8). L’éventail
de protéines impliquées est spécifique du type de RCPG mais aussi largement dépendant du
contexte cellulaire : concentration cellulaire des différentes protéines et compartimentation

de ces protéines.
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Fig. 8 : Exemple de la multitude de voies d’activation menant a la modulation de la voie

ERK1/2 par les RCPG.

Des récepteurs couplés aux différentes classes de protéines G ont été démontrés
comme pouvant activer les ERK1/2 via leurs protéines G.
Ainsi, les sous-unités Py issues de Gai ainsi que celles issues de Goq sont dans de

nombreux cas a I’origine d’une stimulation de la voie des ERK. Le mécanisme le plus
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connu implique la protéine kinase Src comme intermédiaire de signalisation, celle-ci
pourrait en effet stimuler de maniére directe les métalloprotéases de la famille ADAM via
leur domaine SH3 et ainsi transactiver les récepteurs aux tyrosine kinase (cf §suivant).

Les récepteurs couplés a Goq peuvent aussi via la PLC stimuler les ERK de
maniére dépendante ou indépendante de PKC.

En ce qui concerne les récepteurs couplés a Gas, ils peuvent réguler la voie des
ERK via la voie de I’adénylate cyclase. Toutefois, selon le contexte cellulaire, 1’activation
de I’adénylate cyclase ménera soit a une activation de la croissance cellulaire (dans les
lignées d’origine neuronale notamment), soit a une inhibition (dans la plupart des cas)
(Gudermann et al., 2000). La petite protéine G Rap-1, une petite GTPase de la famille Ras
serait a ’origine de la plupart de ces mécanismes. Cette protéine est activée par PKA, et
une fois active, inhibe la protéine Raf-1 mais active la protéine B-Raf. Or ces deux
protéines stimulent la voie des ERK. Ainsi, la concentration et la localisation cellulaire de
B-Raf détermineront alors le niveau de stimulation/inhibition des MAPK : une forte
concentration en B-Raf, que I’on retrouve dans les lignées neuronales, ménera a une
stimulation de la voie ERK alors qu’une faible concentration conduira a une inhibition,
mécanisme majoritaire 1ié a la présence ubiquitaire de la protéine Raf-1(Cf Fig. 9) (Stork
and Schmitt, 2002). Ces mécanismes démontrent bien I’importance du contexte cellulaire
dans I’activation de la voie MAPK.

Méme si aucune étude n’a démontré le réle de Gai dans la modulation de la voie
ERK /2 via la voie de I’adénylate cyclase, on peut tout a fait imaginer que celle-ci pourrait

agir, au méme titre que Gos.
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Fig. 9: Roéle de ’AMPc dans la modulation de la voie ERK1/2. Dans des cellules
privées de B-Raf, I’AMPc inhibe la voie ERK1/2 alors que dans des cellules possédant en
quantité suffisante B-Raf, I’AMPc possédera un role d’activation de la voie ERK1/2, qui

prendra le dessus sur la voie normalement inhibitrice, dépendante de Raf-1. D’aprés Stork

and Schmitt, 2002.

En plus des classiques protéines G hétérotrimériques, d’autres protéines ont été
démontrées comme responsables de la stimulation des ERK par les RCPG, et ce de maniére
indépendante des protéines G. Une des protéines les plus étudiées dans cette voie de
signalisation est la protéine d’échafaudage Barrestine. Cette protéine est en effet impliquée
dans de nombreux réseaux de signalisation cellulaire, et particuliérement au niveau de la
voie des MAPK (Cf § 1.2.1.3.1 & DeWire et al., 2007). Les premieres indications sur le
role de la Parrestine proviennent d’études sur I’internalisation des récepteurs. Dans ces

études, certains dominants négatifs de la Parrestinel et de la dynamine, ou encore certains
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inhibiteurs chimiques de I’internalisation étaient capables d’inhiber la voie ERK1/2,
suggérant qu’un ou plusieurs composants de la voie d’internalisation était nécessaire a
I’activation des ERK1/2 (Pierce et al. 2000). En démontrant ensuite que c-Src, une protéine
largement impliquée dans les voies mitogéniques, peut étre recruté de maniere directe a la
Parrestinel en réponse & ’activation du récepteur 3,AR, le groupe de Lefkowitz a identifié
la PBarrestine comme nécessaire lors de la stimulation des ERK1/2(Lefkowitz and Shenoy,
2005).

En effet, la PBarrestine peut aussi servir de protéine d’échafaudage pour assurer
spécificité et fidélité de signalisation de la voie ERK1/2 via la formation de modules de
signalisation. Ainsi, la Parrestinel permet le regroupement de Raf-1 et de pERK suite a
P’activation du récepteur PAR2. De maniére similaire, suite a la stimulation du récepteur
ATI14R, on retrouve la Parrestine2 dans un complexe comprenant Raf-1 / MEK1 / ERK1/2
(DeFea et al., 2000, Luttrell et al., 1999a).

Il est & noter que les deux isoformes de la Barrestine peuvent posséder des rdles
distincts et antinomiques. En effet, pour certains récepteurs comme les récepteurs AT14R
ou le V2R la Parrestinel posséde un role activateur alors que la Parrestine2 a un role
inhibiteur, certainement en favorisant 1’internalisation et la désensibilisation du récepteur
(Ahn et al., 2004; Ren et al., 2005). Toutefois, ces roles distincts ne peuvent éEtre
généralisables. En effet, pour les récepteurs PAR2, PTHIR et B,AR, les deux isoformes de
la Barrestine sont impliqués dans la stimulation de la voie ERK1/2 (Shenoy e al., 2006b;
Gesty-Palmer et al., 2006; Milano et al., 2006). D’autre part, pour le récepteur PAR1, c’est
la Barrestinel qui posséde un réle inhibiteur alors que la Parrestine2 a un rdle activateur
(Lee et al., 2003)

L’implication de la Barrestine dans I’activation des ERK a divers roles fonctionnels.
La formation de complexes comprenant les ERK permettrait la rétention de ces kinases au
niveau du cytoplasme et on retrouve souvent une colocalisation entre la Parrestine et les

marqueurs des endosomes. Ainsi, alors qu’une stimulation de la voie ERK1/2 par
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I'intermédiaire des protéines G induira une réponse mitogénique, souvent attribuée a une
phosphorylation du facteur de transcription Elk; une stimulation des ERK via la Parrestine
est souvent associée a une inhibition des réponses mitogéniques (Luttrell ef al., 2001).

Outre un réle dans la localisation des ERKs, la Parrestine influence aussi la
cinétique de stimulation des ERKs. En effet, la signalisation via les protéines G est souvent
décrite comme transitoire alors qu’une signalisation via la Barrestine est plus soutenue dans
le temps.

Dans de nombreux cas, la stimulation des ERK par les RCPGs dépend a la fois des
protéines G et de la PBarrestine. Toutefois, il a ét€ démontré pour le récepteur V2R, dans des
cellules HEK293, que la stimulation des ERK est entiérement dépendante de cette protéine,

confirmant I’importance de son role dans 1’activation de cette voie de signalisation (Charest

et al., 2007).

Récemment la protéine c-Sre a aussi été démontrée pour les récepteurs ;AR (Sun
et al.,2007) et 5-HT4R (Barthet ef al., 2007) comme pouvant stimuler la voie des ERK par
un recrutement au récepteur activé, et ce de maniére indépendante des protéines G et de la

Barrestine.

En aval de ces protéines (protéines G hétérotrimériques, Parrestine, Src) se trouve
une grande variété de molécules impliquées dans 1’activation des ERK par les RCPGs dont
les protéines activées par les différents seconds messagers (telles la PKA, EPAC, la PKC,
ou la PI3K) et des protéines a activité tyrosine kinase de type NRTK (non-receptor tyrosine
kinase) ou RTK (récepteurs tyrosine kinase).

Parmi les NRTK on retrouve principalement les protéines de la famille Src. Ces
protéines oncogénes ont tout d’abord été identifiées dans de nombreux cancers (Erikson,
1981) et sont impliquées a différents niveaux des voies de signalisation liant les récepteurs
membranaires aux MAPK (Thomas and Brugge, 1997). Src peut étre activé par interaction

avec les protéines G telles que Gai et Gas (Hausdorff et al., 1992; Ma et al., 2000), mais
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peut aussi se lier a de nombreuses autres protéines telles que la Parrestine (Luttrell ef al.,
1999a), certains RCPG (Cao et al., 2000; Sun ef al., 2007; Liu et al., 2004; Barthet ef al.,
2007) ou encore les RTK (Luttrell er al., 1999b), formant ainsi des complexes de
signalisation spécifiques. Il est a noter que selon le type cellulaire, d’autres NRTK tels que
Csk, PYK2, Btk, Fyn ont été proposés comme intermédiaires des voies de signalisation

MAPK stimulées par les RCPG (Gudermann et al., 2000).

L’observation que les RCPG et les RTK empruntent des cascades de signalisation
communes a mené a la découverte du phénomene de « transactivation » appelé ainsi par le
groupe de Axel Ullrich (Daub ef al., 1996). Cette transactivation, c'est-a-dire 1’activation
d’un récepteur donné (un RCPG) qui mene a I’activation d’un récepteur hétérologue (un

RTK), peut se présenter de 2 maniéres différentes :

- par activation directe du RTK : Les NRTKs tels que Src et Pyk peuvent s’associer
avec les RTKSs et ainsi phosphoryler les résidus clés, nécessaires a ’activation. Ainsi par
exemple, c-Src activé peut phosphoryler I’EFGR au niveau de résidus clés du domaine
intracellulaire (Tyr845, Tyr1101), permettant ainsi une stimulation du RTK (Biscardi et al.,
1999). Un autre mécanisme d’activation directe des RTK pourrait provenir de la formation
de complexes protéiques RCPG / NRTK / RTK. En effet, par exemple, le B,AR a pu étre
immunoprécipité avec I’EGFR, et cette interaction a été démontrée comme nécessaire dans
Pactivation des ERK (Maudsley et al., 2000). Toutefois, les données ne permettent pas

d’affirmer que I’activation de ’EGFR se fait de maniére directe.

-par relargage de ligands aux RTK dans le milieu extracellulaire. Ce phénoméne est
aussi appelé TMPS pour « Triple Membrane Passing Signaling » et a été premiérement
identifi€ pour le récepteur EGFR (Daub et al., 1996). Ce terme fait référence a la séquence
de trois signalisations transmembranaires : I’activation du RCPG, suivie par I’activation

d’une métalloprotéinase qui clive le précurseur membranaire de I’HB-EGF (proHB-EGF) et
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le ligand ainsi libéré dans le milieu extracellulaire initie un mécanisme d’activation
autocrine-paracrine de I’EGFR (Cf Fig. 10).

De nombreux autres RTK ont été identifi€és comme pouvant étre transactivés par les
RCPG, parmi eux, PDGFR, VEGFR, IGF-1R, FGFRI1 et la liste ne cesse d’augmenter
(Waters et al., 2004). 1l est intéressant de noter qu’un méme récepteur peut utiliser
différents RTK selon le type cellulaire. Ainsi, par exemple, I’acide lysophosphatidique
(LPA) induit la transactivation de EGFR dans des cellules COS-7 (qui ne possédent pas de
PDGFR) alors qu’il induit la transactivation de PDGFR dans des cellules L, qui ne
possédent pas d’EGFR. Enfin, dans des cellules Rat-1 qui possédent les deux types de
RTK, la voie EGFR est choisie (Herrlich ef al., 1998). De méme les métalloprotéinases
activées peuvent aussi étre de natures différentes mais semblent étre principalement de la
famille ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase Domain) en ce qui concerne la
production de ligands de ’EGFR. (Ohtsu ef al., 2006).

Une fois le RTK transactivé, la voie de signalisation stimulée est identique a la voie
naturelle empruntée par le RTK, il y a ainsi phosphorylation ou autophosphorylation des
résidus clés du domaine Cter, la molécule adaptatrice Grb2 se lie de fagon directe ou
indirecte sur la molécule Shc et permet le recrutement de la molécule Sos au récepteur qui a

son tour permet 1’activation de Ras, et active ainsi la cascade classique de stimulation de la

voie MAPK (cf Fig.10).
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Fig. 10 : Modé¢le TMPS de transactivation des RTKs par les RCPGs : Le mécanisme
d’activation requiert trois phases distinctes : 1) activation du RCPG, 2) activation d’une
métalloprotéase (MP) par les protéines activées par le RCPG et enfin, 3) activation du RTK
par le ligand produit grace a I’action de la MP. Le signal passe ainsi trois fois au niveau de

la membrane plasmique.

Les voies de signalisation empruntées par les RCPG pour réguler la voie
MAPK/ERK sont donc de nature trés diverse : protéines G, molécules d’échafaudage telles
que la Parrestine et multiples molécules intermédiaires de signalisation. Et pour de
nombreux récepteurs plusieurs mécanismes peuvent mener a la régulation des ERK au sein
d’un méme type cellulaire. Ainsi, la modulation de cette voie de signalisation est alors

souvent le fruit de I’intégration de ces différents mécanismes.

A travers cette section, nous avons pu constater la grande diversité des voies de
signalisation que les RCPG sont capables d’induire avec comme exemple la voie de
I’adénylate cyclase et la voie des MAPK. Dans la section suivante, nous allons essayer de

comprendre comment ces voies de signalisation sont régulées au sein de la cellule.
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1.2.2 La régulation de la signalisation

Comme tout processus biologique, les voies de signalisation activées par les RCPGs
doivent étre régulées de maniére a prévenir une stimulation excessive et a adapter la
réponse cellulaire au contexte biologique dans lequel se trouve la cellule. En effet, la
stimulation des cascades se trouve modulée rapidement par un ensemble de mécanismes de
rétrocontréle négatif. Il peut y avoir désensibilisation du récepteur par phosphorylation,
découplage fonctionnel du récepteur avec les protéines G hétérotrimériques, ou régulation
négative, c'est-a-dire diminution du nombre de récepteurs a la surface cellulaire soit par
dégradation des récepteurs, soit par une inhibition de la transcription des ARN messagers
codant pour les récepteurs. Enfin, de nombreuses autres protéines interviennent a divers

niveaux des cascades de signalisation afin de moduler celles-ci.

1.2.2.1 La désensibilisation et le découplage fonctionnel récepteur /

protéine G hétérotrimérique

On distingue deux types de protéines capables de désensibiliser les RCPGs par
phosphorylation : les protéines kinases liées aux second messagers telles que la PKA ou la

PKC, et les GRK (G-protein coupled receptor kinase).

- Les protéines Kkinases issues des seconds messagers peuvent a la fois
phosphoryler les récepteurs activés par le ligand mais aussi les récepteurs non stimulés,
induisant ainsi une désensibilisation qui peut étre soit homologue ou hétérologue. La
désensibilisation est dite homologue lorsque ce sont les récepteurs activés qui sont

désensibilisés; alors que la désensibilisation est dite hétérologue lorsqu’elle touche d’autres
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récepteurs que ceux qui ont €té activés. Ce type de désensibilisation peut alors affecter une
famille de récepteurs totalement différente. Cette phosphorylation se situe au niveau
d’acides aminés Ser/Thr du domaine Cter ou de la boucle i3 des récepteurs (PKA : R/K-
R/x-x-S/T; PKC : S/T-x-K/R). Ce type de désensibilisation est rapide (elle se produit en
effet quelques secondes ou minutes aprés stimulation du récepteur) et efficace (une faible
concentration d’agoniste suffit en effet a induire la désensibilisation de la population de
récepteurs membranaires). Toutefois, les mécanismes moléculaires & 1’origine de cette
désensibilisation ne sont pas encore bien compris. La phosphorylation du récepteur suffit a
induire la désensibilisation du récepteur, certainement en favorisant le découplage des
protéines G. D’autre part, la PKA et les GRK ont été décrites comme agissant en synergie,
la PKA favorisant la phosphorylation du récepteur par GRK (Moffett er al., 2001) mais
cette synergie entre les deux kinases ne semble pas nécessairement observée (Tran et al.,
2004).

Il est & noter que tous les récepteurs ne possédent pas de site consensus pour la

phosphorylation par ce type de kinase.

- A contrario, les GRK sont capables d’induire une désensibilisation homologue
uniquement. Celle-ci est aussi rapide mais moins efficace car seulement une petite fraction
de la population de récepteurs est phosphorylée, celle activée par I’agoniste. La famille des
GRK est composée de 7 isoformes différents (GRK1-7). Alors que certains isoformes sont
exprimés de fagon spécifique dans certains tissus (GRK4 est par exemple retrouvé
uniquement dans les reins, les testicules et le cervelet alors que GRKI1 est exprimée
uniquement dans le systéme visuel), les GRK2, -3, -5 et -6 sont ubiquitaires dans les tissus
mammiféres. Les GRK2 et -3 sont les deux kinases les plus impliquées dans la
phosphorylation des récepteurs et la désensibilisation alors que GRKS et 6 sembleraient
étre reliés a I’activation de la voie MAPK (Kim et al., 2005; Ren et al., 2005). Toutefois,

dépendamment des récepteurs et des tissus, les GRK impliquées dans la désensibilisation
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peuvent varier. Elles phosphorylent la plupart des récepteurs, sur des résidus Ser/Thr du
domaine Cter et de la boucle i3 (Pitcher et al., 1998). Une fois les récepteurs liés a
I’agoniste et phosphorylés par GRK, ceux-ci possédent alors une affinité accrue pour la
molécule « d’arrét » Parrestine, ce qui permet un découplage fonctionnel entre le récepteur
et la protéine G hétérotrimérique, certainement par encombrement stérique, mais elle
permet aussi un acheminement des récepteurs vers les puits de clathrine (Cf Fig.11). Méme
si la phosphorylation des récepteurs semble étre le mécanisme le plus influant sur la
désensibilisation des récepteurs, de plus en plus d’études aménent a penser qu’il existe
aussi des mécanismes de désensibilisation via les GRK qui sont indépendants de la
phosphorylation (Ferguson, 2007). En effet, I’utilisation de mutants pour le site catalytique
des GRK suffit dans de nombreux cas & induire la désensibilisation des RCPG. Une des
premieres €tudes provient du récepteur PTH, dont la désensibilisation homologue, en
cellules COS-1 serait dépendante de GRK2 mais indépendante de la phosphorylation. En
effet, un récepteur mutant pour les sites de phosphorylation par GRK est tout de méme
désensibilisé et, d’autre part, un mutant de GRK2 pour le site catalytique peut induire la
désensibilisation (Dicker ef al., 1999). Similairement, les récepteurs GABADb peuvent étre
désensibilisés par un mutant de GRK4 ne possédant pas de domaine catalytique (Perroy et

al., 2003).
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b) Internalisation

a) Désensibilisation

Fig. 11 : Modéle classique de a) désensibilisation : phosphorylation par GRK et découplage
fonctionnel par la Barrestine et b) internalisation : endocytose du récepteur par assemblage

d’un complexe Barrestine/AP-2/Clathrine.

1.2.2.2 L’internalisation et la régulation négative :

Suite a leur activation, les RCPG peuvent étre internalisés par aux moins deux voies
différentes, qui, pour un méme récepteur peuvent étre combinées ou utilisées seules, et le
choix d’une voie semble étre dépendant du contexte cellulaire dans lequel se trouve le

récepteur (Tsao ef al., 2001).

- Internalisation par les puits tapissés de clathrine: Cette internalisation permet
I’acheminement des récepteurs dans les vésicules d’endocytose. Elle est souvent associée,
chez les RCPG, & I’action de la protéine d’échafaudage arrestine. L’arrestine a été

premierement identifiée comme une protéine de 48KDa (visual arrestin) capable de se lier
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aux récepteurs Rhodopsine phosphorylés et de désactiver la cascade de signalisation induite
(Wilden et al., 1986). Chez les récepteurs f,AR, un homologue de cette protéine a été
ensuite identifié: la Parrestine, qui agit de concert avec BARK (GRK2) pour induire la
désensibilisation des récepteurs (Benovic et al., 1987); (Lohse et al., 1990). A ce jour, la
majorité¢ des RCPGs utilisent cette molécule afin de réguler leur signalisation. Il existe 4
membres dans la famille des arrestines qui peuvent étre répartis en 2 sous-familles : 2
arrestines visuelles (arrestin-1 et arrestin-4) et 2 arrestines exprimées de fagon
ubiquitaire (arrestin-2 et arrestin-3 aussi appelées Parrestine 1 et Parrestine 2). La
Barrestine, en tant que protéine d’échafaudage, posséde de nombreux domaines
d’interaction (Cf Fig. 12) et peut interagir avec plus d’une vingtaine de protéines. On
retrouve parmi ces protéines, celles responsables de 1’endocytose comme les récepteurs
phosphorylés, la clathrine, la protéine adaptatrice AP-2 ou encore au facteur d’échange
ARNO (ARF nucleotide binding site opener / ARF= ADP, ribosylation factor), mais aussi
des protéines responsables de la signalisation comme ERK, Src ou JNK3. Ces trois
derni€res années, des récepteurs tels que les récepteurs aux tyrosine kinases ont aussi €té
décrits comme interagissant avec la Parrestine (Lefkowitz and Shenoy, 2005; Lefkowitz et
al., 2006). Enfin, une analyse protéomique récente propose méme jusqu’a plus de 300

protéines pouvant se lier aux différentes Barrestines (Xiao ef al., 2007).
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Fig. 12 : Modé¢le structural générique d’une molécule d’arrestine, et ses domaines
d’interaction d’apres Gurevich and Gurevich, 2006:

- liaison avec le récepteur, en bleu : charges positives interagissant avec les phosphates du
récepteur, en jaune : résidus hydrophobes du feuilletp, en vert : éléments déterminant la
spécificité envers le récepteur

- liaison avec d’autres protéines, en violet : I’élément de liaison a la clathrine, en rouge, les

éléments de liaison a AP-2.

L’interaction entre les RCPG et la Parrestine induit une conformation active de
celle-ci, libérant notamment son domaine Cter et permettant ainsi la liaison de la clathrine
et de AP2. La phosphorylation des récepteurs par les GRK au niveau des Ser/Thr de la
boucle i3 favorise ce recrutement de la Parrestine (Lohse ef al., 1992) mais n’est pas a
’origine de celui-ci. En effet, la forme active du récepteur ainsi que certaines régions des
domaines intracellulaires des RCPGs constituent des éléments structuraux nécessaires au
recrutement.

Une fois la Parrestine liée au récepteur, celle-ci engage I’internalisation des
récepteurs dans les puits de clathrine. La force d’interaction entre les récepteurs et la

Parrestine peut étre utilisée pour définir deux classes de récepteurs : les récepteurs de
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Classe A (comme par exemple le B2AR), recrutent la Barrestine 2 de maniére transitoire et
les récepteurs de classe B (dont font partie par exemple le récepteur AT AR et le V3R)
recrutent 4 la fois la Parrestine 1 et la Barrestine 2, et ce, de maniére plus stable (Oakley ef
al., 2000). Les récepteurs de classe A se dissocient rapidement de la Parrestine et recyclent
vers la membrane cellulaire étant alors & nouveau sensibles & une future stimulation
(resensibilisation), alors que les récepteurs de classe B forment des complexes stables avec
la Parrestine et sont dégradés par la voie lysosomiale. Cette différence d’affinité pour la
Barrestine entre les récepteurs de classe A et B serait expliquée par des patrons de
phosphorylation distincts. Les récepteurs de classe A possédent en effet des regroupements
de Ser/Thr dans leur domaine Cter alors que les récepteurs de classe B ne possédent pas ce
type de regroupement de sites de phosphorylation (Oakley et al., 2001).

Cependant, I’internalisation des RCPG via les puits tapissés de clathrine n’est pas
nécessairement dépendante de la Parrestine. En effet, certains récepteurs comme le
récepteur SHT2A (5 hydroxytryptamine 2A) ou le récepteur US28 codé par le virus HCMV
(human cytomegalovirus) peuvent étre internalisés par un mécanisme indépendant de la
Barrestine mais dépendant de la dynamine, et se retrouvent ainsi au sein des puits tapissés

de clathrine ((Bhatnagar et al., 2001, Droese et al., 2004).

- Internalisation par les caveolae : Bien que la plupart des récepteurs internalisent
via les puits tapissés de clathrine, certains, aprés stimulation a I’agoniste, se retrouvent dans
les compartiments lipidiques de type caveolae (« petites caves ») (Chini and Parenti, 2004).

Toutefois, les mécanismes moléculaires & 1’origine de cette internalisation restent a définir.

Aprés des activations répétées ou prolongées a l’agoniste, un autre type de
mécanisme est observé : la régulation négative. Celle-ci est définie par une diminution du
nombre total de sites de liaison, qui peut provenir soit de la dégradation des récepteurs soit
d’une diminution de la biosynthése des récepteurs. Celle-ci est observée depuis de

nombreuses années dans des systémes physiologiques et posséde un réle prépondérant lors
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de la tolérance aux analgésiques par exemple ou dans des pathologies telles que la
défaillance cardiaque (Varga et al., 2004; Lohse et al., 1996).

Pour les récepteurs B,AR, on observe par exemple une baisse de la transcription des
récepteurs, et la stabilit¢é des mRNA codant pour les récepteurs est affaiblie aprés une
stimulation prolongée de la voie de 1’adénylate cyclase (Bouvier ef al., 1989; Hadcock and
Malbon, 1988; Tholanikunnel and Malbon, 1997). Cette diminution de la biosynthése a été
observée pour de nombreux RCPG tels que les récepteurs muscariniques, les récepteurs
TRH ou encore les récepteurs adrénergiques ol B (Lee et al., 1994; Narayanan et al., 1992;

Izzo, Jr. et al., 1994).

1.3 Efficacité des ligands aux RCPG

Dés lors que des composés chimiques ont €té identifiés comme pouvant induire une
réponse pharmacologique plus ou moins importante, les pharmacologistes se sont penchés
sur leur classification. Ainsi, le facteur « activité intrinséque » a été introduit afin de
permettre de différencier les « agonistes », des « agonistes partiels » et des « antagonistes »
(Ariens, 1954). Les agonistes ayant une activité totale, les agonistes partiels une activité
partielle et les antagonistes n’ayant pas d’activité intrinséque propre mais pouvant bloquer
I’activité des agonistes.

C’est en 1956, avec les travaux de R. Stephenson sur 1’agonisme partiel que le
terme d’« efficacité » est apparu (Stephenson, 1997). Ainsi, ’activité d’un composé se
définit par deux paramétres: I’affinité, qui représente la propension d’un composé a se lier
au niveau du récepteur ; et I’efficacité qui représente la capacité de ce composé, une fois
lié, a produire une réponse. Alors que I’affinité a pu étre quantifiée dans les années 70 par
les méthodes de radioliaison, c’est uniquement quelques années plus tard que ’efficacité a

pu étre quantifiée avec I’introduction des méthodes de quantification des seconds
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messagers tels que I’AMPc ou les IP3. L’efficacité est alors considérée comme étant issue
d’un mode on/off du récepteur, un composé pouvant induire ou non une réponse biologique
mesurable. Le premier modele établi est alors un modéle & deux états (« Two-state
model »); dans lequel les récepteurs peuvent exister sous deux formes : une forme active et
une forme inactive. Dans la premiére formulation de ce modele, 1’état actif (R*) ne peut
étre obtenu qu’apres liaison du ligand, et cet état actif est considéré comme irréversible
(Del Castillo and Katz, 1957). Ce modele fut ensuite considéré comme totalement
réversible afin de pouvoir expliquer les différences d’efficacité entre ligands. En I’absence
de ligand, il y a isomérisation entre un état actif (R*) et un état inactif (R) du récepteur. Un
agoniste stabilise alors la forme active en ayant une affinité supérieure pour R* par rapport

a R. Et le ratio R*/R déterminera I’efficacité du ligand.

1.3.1 L’activité constitutive et la notion d’agonisme inverse

Une des premiéres découverte qui a amené les pharmacologues a repenser la notion
d’efficacité (un composé induit une réponse positive ou n’induit pas de réponse) fut la
découverte par Costa and Herz, pour le récepteur delta opioide, de I’activité constitutive
(aussi appelée activité spontanée), c'est-a-dire la capacité des récepteurs a induire une
réponse en ’absence de ligand. De plus, cette activité constitutive peut étre inhibée par
certains ligands précédemment identifiés comme « antagonistes compétitifs ». Ainsi,
I’'ICI174,864, un antagoniste des récepteurs delta opioide est capable d’inhiber I’activité
basale GTPasique observée dans des cellules de neuroblastome (Costa and Herz, 1989)
démontrant ainsi l’existence de ligands possédant une efficacité négative. De maniére
similaire, I’'ICI118,551 et le betaxolol peuvent diminuer I’activité basale d’un récepteur
B>AR constitutivement actif (CAM) (Samama ef al., 1994). Ce sont les études de Chidiac et
al qui ont amené 1’appellation d’« agonistes inverses » pour ces composés. En augmentant

la quantit¢ de récepteurs B,AR sauvages en surface des cellules Sf9, Chidiac et al.
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observent une augmentation proportionnelle de I’activité adénylate cyclase basale, qui peut

aussi €tre inhibée par certains bloqueurs, alors dénommés « agonistes inverses » (Chidiac

et al., 1994).

Désormais, plus de 80% des composés précédemment identifiés comme des
antagonistes aux RCPG se sont révélés étre des agonistes inverses et plus de 65 récepteurs
sauvages, appartenant aux différentes familles de RCPGs ont été décrits comme possédant
une activité constitutive (Seifert and Wenzel-Seifert, 2002).

Ainsi, I’activité constitutive pourrait étre une caractéristique commune de la plupart
des RCPG sauvages, faisant partie intégrante de leur pharmacologie. L’ importance de cette
activité constitutive est trés bien estimée en systéme hétérologue mais difficilement
appréciable du point de vue physiologique car pouvant résulter de divers facteurs, et
notamment de la présence du ligand endogéne aux récepteurs. Toutefois, de nombreuses
mutations naturelles causant une trop forte activité spontanée des récepteurs sont associées
a des pathologies (Seifert and Wenzel-Seifert, 2002) révélant ainsi 1’importance
physiologique de I’activité constitutive. Ainsi, par exemple, une mutation au niveau du
TMVII de la rhodopsine (K292E) entraine une activité basale élevée du récepteur et est
associée a la rétinite pigmentaire, une maladie dégénérative de la vision (Robinson et al.,
1992).

Aussi, récemment, I’agonisme inverse, propriété initialement attribuée aux ligands
synthétiques des RCPG, est apparu comme un nouveau principe de régulation endogéne de
Pactivité des récepteurs. En effet, I’AgRP (Agouti Related Protein), le ligand endogéne des
récepteurs mélanocortine, est un agoniste inverse pour les sous-types MC3 et MC4,
inhibant la production spontanée d’AMPc et par 14 méme agissant sur le contrdle de la prise

de poids (Adan and Kas, 2003).
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1.3.2 Modé¢les théoriques

Apres le modéle a deux états (cf Fig. 13A), le modele mathématique le plus simple
du fonctionnement des RCPG est le modéle complexe ternaire étendu (ETC) (Samama et
al., 1993) qui est dérivé du modele complexe ternaire développé par De Lean et al. en 1980
(De Lean et al, 1980). Ce modéle permet d’accommoder les observations concernant
I’activité constitutive. Le modéle ETC décrit, tout comme le modéle a deux états
réversibles, les récepteurs comme des molécules allostériques en équilibre entre deux
conformations, mais inclue les protéines G dans sa formulation. Dans ce modele, il existe
une conformation active (Ra) et une conformation inactive (Ri) et les protéines G (qui
induisent la réponse cellulaire) lient uniquement 1’état actif du récepteur (Ra) alors que les
ligands peuvent lier 1’état actif (agoniste) ou inactif (agoniste inverse) du récepteur. (Cf Fig.
13 B). Un autre modele, le modeéle complexe ternaire cubique (CTC) plus élaboré du point
de vue thermodynamique (Weiss et al., 1996), considére les protéines G comme pouvant
aussi lier 1’état inactif Ri du récepteur sans mener a une réponse cellulaire (Cf. Fig. 13C).
Dans ces deux modéles, différentes constantes (o et y pour le ETC et a,, 'y et & pour le CTC)
sont entiérement dépendantes du ligand et refletent I’affinité du récepteur li€ au ligand pour
la protéine G, et par 12 méme I’efficacité de ce ligand. Une fois le ligand lié, le récepteur est
capable d’adopter une nouvelle conformation présentant une affinité spécifique pour la
protéine G. Ainsi, de facon théorique, il peut exister autant d’états ou de conformations du
récepteur qu’il existe de ligands. Et ces modeles prédisent donc une multitude de
conformations.

D’aprés ces deux modeles théoriques, un agoniste stabilise un état actif (lié ou non
aux protéines G) et un agoniste inverse stabilise un état inactif du récepteur (li€é ou non aux
protéines G). Un antagoniste, quant a lui a la méme affinité pour tous les différents états,

actifs ou inactifs, liés ou non aux protéines G. Il n’est donc pas surprenant que rares soient
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les ligands ayant ces propriétés, et que trés peu de ligands soient donc des antagonistes

neutres.

A Modéle 3 deux états B Modeéle complexe ternaire étendu (ETC)
ab al YK
AR; AR, G
K, akK, K, a K, ayK,
L L K,
R R, R, R, — " RG

C Modéle complexe cubique (CTC)
oa L

RG AR — ARG
v o 578 L/
AR: aL | [k AR, sya K,
L
K, RG G

Ky akK, _ ’
L 7 BK,
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Fig. 13: Les différents modéles développés: A) Modéle a deux états réversible,
communément appelé « Two-state model » B) Modele complexe ternaire étendu (ETC
model), incluant I’action des protéines G. C) Modéle complexe cubique (CTC) dans lequel

les protéines G peuvent se lier a 1’état inactif du récepteur.

Un modé¢le a trois états (three state model), a aussi ét€ proposé par Leff ou il existe

deux populations de récepteurs actifs et une population de récepteurs inactifs (Leff er al.,
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1997). Le nombre de conformations possibles est donc limité et ce modéle semble étre
insuffisant afin de réconcilier I’ensemble des observations biologiques mentionnées ci-

dessous

1.3.3 Complexité de I’efficacité des ligands aux RCPGs / Evidences

de la multitude de conformations des RCPGs

Couramment la classification en tant qu’agoniste (partiel ou total), antagoniste
neutre ou agonistes inverses (partiel ou total) se fait selon I’efficacité du ligand pour une
voie de signalisation donnée, le plus souvent la voie classique dépendante des protéines G.

(CfFig.1).
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Fig. 14 : Classification des ligands selon leur efficacité sur une voie donnée.

Toutefois, comme mentionné dans les chapitres précédents, de nombreux récepteurs

peuvent stimuler plus d’une voie de signalisation et ne sont pas fidéles envers un unique



49

sous-type de protéine G mais peuvent se coupler simultanément a plusieurs sous-types

(Hermans, 2003) et peuvent aussi interagir avec diverses protéines cytosoliques.

1.3.3.1 Les inversions de puissances et de réponses maximales

De nombreuses études ayant testé 1’efficacité des ligands aux RCPG non seulement
pour la voie classique induite par le récepteur mais aussi pour les autres protéines G /
effecteurs modulés ont illustré la complexité de I’efficacité des ligands aux RCPG. Ainsi,
deux types d’observations ont notamment mené a une nouvelle considération de
’efficacité : pour plusieurs ligands ’ordre des puissances et des réponses maximales
observées peut étre différent en fonction des seconds messagers mesurés, et ce pour un
méme récepteur. Une des premiéres évidences provient de 1’étude de Spengler et al. de
deux peptides neurotrophiques (PACAP-27 et PACAP-38) sur deux voies de signalisation
stimulées par le récepteur PACAP: la voie adénylate cyclase, reflet de I’activation de Gos
et la voie de la phospholipase C, reflet de I’activation de Goq. Dans cette étude, le peptide
PACAP-27 est plus puissant lorsque 1’accumulation d’AMPc est mesurée alors que cette
hiérarchie est inversée lorsque c’est 1’accumulation des inositols phosphate qui est
examinée ; le peptide PACAP-38 démontrant une meilleure puissance pour cette voie
(Spengler et al., 1993). Ces deux agonistes possedent donc des activités intrinséques
différentes selon la voie de signalisation considérée.

De maniére similaire, lorsque la réponse maximale de différents ligands est
examinée pour différentes voies de signalisation engagées par un méme récepteur, des
inversions dans la hiérarchie des efficacités ont été¢ observées. Ainsi, Berg KA et al. ont
observé que les stimulations du récepteur a la sérotonine SHT-2C par le TFMPP et la
quizapine meénent & une plus grande réponse maximale pour la production des inositols
phosphates que le DOI ou la bufotenine alors que cette hiérarchie est inversée lorsque ces

composés sont €tudiés sur la libération d’acide arachidonique (Berg et al, 1998). De
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nombreuses autres observations similaires ont été faites, pour différents RCPG et pour
différentes voies de signalisation ou protéines G activées (Brink et al., 2000; Gay er al.,
2004; Shoemaker et al., 2005; Kurrasch-Orbaugh et al., 2003; McLaughlin ef al., 2005;
Hall et al., 1999b; Moniri et al., 2004; Krueger et al., 2005).

Les ligands posseédent donc selon la voie de signalisation considérée une efficacité
qui leur est propre. Ce nouveau concept d’efficacité est désigné dans la littérature sous
différents noms : « agonist trafficking of receptor signals », « functional selectivity » ou
encore ‘biased agonism’. (Kenakin, 1995; Jarpe ef al., 1998; Urban et al., 2007). Selon ce
concept, les agonistes peuvent préférentiellement induire ou stabiliser une des
conformations du récepteur favorisant ainsi 1’activation d’une voie effectrice au détriment

d’une autre.

1.3.3.2 Les réversions de ’efficacité

Récemment, de maniére encore plus frappante, de nombreux ligands ont été
démontrés comme possédant une efficacité opposée selon la voie de signalisation
considérée. Ainsi, I’'ICI118,551 et le propranolol, deux agonistes inverses pour la voie
AMPc stimulée par le récepteur Bradrenergique se sont révélés étre des agonistes partiels
pour la voie ERK1/2 (Azzi et al., 2003, Baker et al., 2003). De maniére similaire, le
proxyfan, un ligand a haute affinité pour le récepteur Histamine H3 est un agoniste partiel
pour la voie cyclase alors qu’il démontre une activité agoniste inverse pour les voies
MAPK et la libération d’acide arachidonique (Gbahou et al., 2003). Des efficacités
opposées ont aussi été observées pour des ligands des récepteurs d-opioides (Audet et al.,

2005), et sérotonine 5-HT,c (Werry et al., 2005).
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1.3.3.3 Sélectivité de propriétés de régulation, ’efficacité collatérale

L’activit¢ des RCPG est régulée par divers processus (cf §1.2.1) que sont la
désensibilisation (par phosphorylation ou par découplage fonctionnel), I’internalisation ou
la régulation négative. D’aprés le dogme, ces processus s’effectuent de maniére linéaire :
liaison du ligand, activation de la protéine G et de la voie de signalisation en résultant,
désensibilisation, internalisation et down-régulation et sont donc considérés comme le fruit
d’une activité agoniste. Toutefois, certains ligands ne possédant pas d’activité intrinséque
sur la voie de signalisation dépendante des protéines G sont capables d’induire
Pinternalisation du récepteur. Par exemple, des antagonistes neutres des récepteurs a la
cholécystokinine (CCKIR) ou des chimiokines (CCRS) sont capables d’induire
I’internalisation des récepteurs (Roettger ef al., 1997; Simmons ef al., 1997). A contrario,
certains agonistes ne peuvent pas produire une internalisation des récepteurs. C’est le cas
par exemple de la morphine qui induit une stimulation de la voie Gi des récepteurs opioides
mais ne provoque pas l’internalisation des récepteurs (Keith er al, 1996). Ainsi, les
différentes propriétés de régulation de I’activité des RCPG sont modulées avec une
efficacité distincte, non linéaire. L’efficacité a ainsi été qualifiée de collatérale, en

opposition & une efficacité linéaire (Kenakin, 2005).

L’ensemble des observations décrites dans les paragraphes ci-dessus, a savoir des
inversions dans les ordres de puissance et de réponse maximale, des réversions de
efficacité ou une efficacité collatérale ne peuvent pas étre expliquées par un modéle a
deux états, dans lequel le récepteur posséde uniquement deux conformations (une
conformation active et une conformation inactive). Le récepteur doit en effet pouvoir
adopter plusieurs conformations, et il est intéressant de noter que les modéles ETC et CTC
prédisent cette multitude de conformations, chacune étant stabilisée ou induite de fagon

sélective par les ligands (cf § 1.3.2 & Kenakin, 2002).
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1.3.4 La multitude de conformations adoptées par les RCPGs:

De nombreuses études biophysiques ont mis clairement en €vidence I’existence des
différentes conformations des RCPGs. Ainsi, ['utilisation de préparations purifiées de
récepteurs B>AR liés de maniére covalente & une molécule fluorescente a la Cys265 de la
boucle i3 a permit de distinguer plusieurs conformations de ce récepteur. En effet, les
changements spectraux du fluorophore sont différents si le récepteur est lié a un agoniste,
un agoniste partiel ou un agoniste inverse, suggérant que chaque ligand puisse induire un
changement spectral différent et donc une conformation du récepteur qui lui est propre
(Gether et al., 1995; Ghanouni et al., 2001a). De plus ces différents états peuvent étre
associés a des fonctions biologiques différentes. En effet, la dopamine, qui est capable
d’activer Gs mais ne provoque pas d’internalisation du B>AR induit uniquement un
changement conformationnel rapide. Par contre, la norépinéphrine et 1’épinéphrine qui
peuvent a la fois activer Gs et provoquer I’internalisation du récepteur induisent deux
changements conformationnels : un rapide et un lent, suggérant ainsi que différents états

conformationnels sont liés a des fonctions cellulaires distinctes (Swaminath et al., 2004).

Le développement des techniques de transfert d’énergie par résonance a permit, en
cellules vivantes, d’observer de maniére directe les changements conformationnels adoptés
par les RCPG en réponse a leurs ligands. En modifiant génétiquement les récepteurs o
adrénergiques de telle sorte qu’ils soient marqués avec deux fluorophores différents, des
changements de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) intramoléculaire
opposés ont pu étre observés avec un agoniste et un agoniste inverse (Vilardaga et al.,
2005; Hoffmann et al., 2005). De maniere similaire, les changements conformationels du

domaine Cter du récepteur B,AR ont pu étre analysés (Granier et al., 2007).

L’utilisation de ligands fluorescents du récepteur tackykinine NK2 a aussi permit de

distinguer plusieurs états d’activation du récepteur, associ€s a des signalisations distinctes :



33

une forme tronquée de la neurokinine A, qui active uniquement la réponse calcium, se lie
au récepteur par une seule phase, qui est rapide, alors que la forme non tronquée démontre
une liaison biphasique : une phase rapide associée & la réponse calcium et une phase plus

lente associée a I’accumulation d’AMPc (Palanche et al., 2001).

De maniére similaire, en utilisant une nouvelle technique biophysique, la résonance
de type PWR (plasmon-waveguide resonance), Salamon et al. ont démontré que différentes
classes de ligands (agonistes, antagonistes et agonistes inverses) des récepteurs 8-opioide

peuvent induire différents changements structuraux des récepteurs. (Salamon et al., 2002)

Enfin, récemment, l'emploi d’anticorps reconnaissant une zone cible du récepteur, a
permis de détecter différents changements conformationnels des récepteurs induits par les
ligands. Ainsi, des anticorps dirigés contre le domaine Nter des récepteurs popioides ne
possédent pas la méme efficacité et la méme cinétique de liaison envers les récepteurs

activés par différents composés (Gupta et al., 2007).

La section suivante portera sur les deux récepteurs modeéles utilisés dans nos
travaux, a savoir les récepteurs ;AR et B,AR. Ces récepteurs, et plus particuliérement le
récepteur B,AR a servi de modeéle d’étude pour de trés nombreux travaux dans les différents
domaines de recherche sur les RCPGs (pharmacologie, physiologie, structure, signalisation
cellulaire). Ils ont ainsi permit 1’établissement de nombreux concepts de fonctionnement,
qui se sont avérés généralisables a une grande majorité des RCPG ou tout au moins a la
classe R, tels que la dimérisation (Angers ef al., 2000), la désensibilisation (Benovic et al.,
1987), le recrutement de la Barrestine (Lohse et al., 1990), ou encore la notion d’agonisme
inverse (Chidiac et al., 1994) pour n’en citer que quelques uns. Ces récepteurs s’avérent
donc des modéles de choix, et une meilleure connaissance de leur mode de fonctionnement
non seulement pourrait amener & une meilleure compréhension de I’ensemble des RCPG

mais pourrait aussi permettre le développement de stratégies thérapeutiques au niveau
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cardiaque, systéme physiologique dans lequel ces récepteurs sont grandement impliqués.
D’autre part, la grande diversité de ligands disponibles ciblant ces récepteurs est un atout
majeur dans le but d’une meilleure appréhension de la notion d’efficacité des ligands des

RCPG.

1.4 Les récepteurs beta-1 et beta-2-adrénergiques en tant que

modeles d’études:

1.4.1 Importance physiologique / Pharmacologie

De part leur role clé dans un des systémes physiologiques majeur : le systéme
cardiovasculaire, les récepteurs adrénergiques ont été les premiers RCPG identifiés. Cette
famille des récepteurs comprend deux sous-familles : les récepteurs alpha-adrénergiques et
les récepteurs beta-adrenergiques. Cette appellation provient des travaux d’Ahlquist, qui en
1948, observe que la puissance de plusieurs catécholamines (I’adrénaline, la noradrénaline
et I’isoprénaline) n'est pas la méme selon les effets observés au niveau de différents organes
tels le coeur, les vaisseaux, l'intestin et I'utérus. Il propose ainsi l'existence de récepteurs
différents qu'il appelle alpha et beta. Ces récepteurs ont par la suite été sub-divisés en 6
sous-types pour les récepteurs de type alpha et 3 sous-types pour les récepteurs de type beta
(cf Fig. 15) en fonction de leur affinité pour I’adrénaline, la noradrénaline (aussi appelée

norépinéphrine) et I’isoprénaline (aussi appelée isoproterenol).
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Récepteurs adrénergiques
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Fig. 15 : La famille des récepteurs adrénergiques : différentes sous-familles et sous-

types.

Si ’on considére les deux récepteurs modéles, pour les récepteurs B;AR 1’ordre
d’affinité est le suivant : isoprénaline > adrénaline = noradrénaline alors que pour le $,AR

I’ordre d’affinité est : l'isoprénaline > adrénaline > noradrénaline

Ces deux sous-types présentent des profils d’expression différents chez 1’humain
(Cf Tableau II). Alors que I’on retrouve les récepteurs ;AR essentiellement au niveau
cardiaque et au niveau rénal, les récepteurs B>AR sont prédominants au niveau vasculaire et
bronchique. Au niveau du cceur les effets de I’activation des 3;ARs sont majeurs : il y une
augmentation de la force de contraction (effet inotrope positif) et de la fréquence cardiaque
(effet chronotrope positif). L’activation des P;ARs méne aussi a I’accélération de la
relaxation cardiaque (Rockman et al., 2002; Brodde et al., 2006). Au niveau rénal, les

B1ARs contrdlent la sécrétion de rénine par 1’appareil juxta glomérulaire (Osborn et al.,

1981)
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Tissu B,AR B,AR
Ceour 80% 20%
Rein 70% 30%
Placenta 50% 50%
Poumons 30% 70%
Foie --- 100%
Leucocytes --- 100%

Tableau II. : Expression protéique tissulaire des récepteurs B;AR et B2AR chez

’humain. Pourcentage de présence par rapport a la population totale de récepteurs B;AR et

B.AR

Malgré leur plus faible présence au niveau du cceur, les B>AR sont des régulateurs
importants du systéme cardiovasculaire, en permettant notamment la stimulation cardiaque
mais aussi la libération de noradrénaline a partir des fibres sympathiques. De plus,
Pactivation du B,AR méne & une relaxation des muscles lisses, que ce soit au niveau des

vaisseaux, mais aussi des bronches, de I’intestin et du muscle utérin.

L’intérét de I’utilisation de substances pouvant réguler ces deux sous-types de
récepteur a engendré le développement d’un trés grand nombre de ligands Badrénergiques,
que ce soit des agonistes ou des antagonistes/agonistes inverses. On retrouve des agonistes
dans le traitement des chocs cardiogéniques (composés sélectifs pour le B;AR tels que la
dobutamine), ou encore dans le traitement de 1’asthme ou des maladies pulmonaires
(composés sélectifs pour le B2AR tels que le salbutamol, le salmeterol ou non sélectifs tels
que 'isoproterenol). La plupart des composés développés sont toutefois des Bbloqueurs,
c'est-a-dire des composés décrits comme agonistes partiels, antagonistes ou agonistes
inverses, qui permettent le blocage de I’action des catécholamines circulantes. Ces

composés sont utilisés dans le traitement de maladies cardiaques telles que 1’hypertension
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(ligands sélectifs pour le B;AR tels que I’atenolol mais aussi non sélectifs tels que le
propranolol) ou la défaillance cardiaque (ligands sélectifs pour B;AR tels que le metoprolol,
le bisoprolol ou non sélectif tel que le carvedilol). On les retrouve aussi dans le traitement

du glaucome ou des risques d’accouchements prématurés (ligands B,AR sélectifs).

Il est intéressant de constater que dans de nombreux cas, des composés non sélectifs
sont utilisés (défaillance cardiaque, hypertension). D’autre part, certains composés sont
utilisés de maniére paradoxale. C’est le cas par exemple des Bbloqueurs dans le traitement
de la défaillance cardiaque. En effet, lors de cette pathologie, le débit sanguin est diminué,
et alors que I’on pourrait s’attendre a ce que des agonistes puissent restaurer ce débit (effet
ionotrope et chronotrope positif), ce sont des antagonistes qui améliorent le

dysfonctionnement ventriculaire, et ce de maniére dépendante de la dose et du temps.

(Bristow et al., 1996; Hall et al., 1995).

Ainsi, nous percevons & travers ces exemples le manque de compréhension de
Iefficacité thérapeutique de certains de ces composés Padrénergiques, pourtant administrés

de fagon courante.

1.4.2 Structure des récepteurs

Ces deux récepteurs font partie de la famille R (selon la classification GRAFS) et

possédent donc une grande homologie avec la Rhodopsine.

Le récepteur B,AR fut le premier RCPG & avoir été identifié, par méthode de
radioliaison. Constitués respectivement de 477 et 413 acides aminés les récepteurs humains

Bi1AR et BrAR présentent seulement 54% d’homologie, avec une grande divergence de
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séquence pour la boucle i3 et le Cter, et une plus grande similarité pour les domaines

transmembranaires (Dixon ef al., 1986; Frielle et al., 1987).

1.4.2.1 Domaines et résidus importants

La poche de liaison des ligands Badrénergiques au niveau du récepteur B,AR a été
amplement caractérisée : les TM3, S et 6 sont les principaux TM impliqués dans
I’interaction ligand-récepteur. Le groupement NH;" des catécholamines interagit avec
I’Aspl113 du TM3, les groupements hydroxyles du catechol avec les Ser du TMS5 (Ser203,
204 et 207) et le noyau aromatique avec le TM6 (Phe290, Asn 293). (Strader et al., 1989;
Wieland et al., 1996; Liapakis et al., 2000) (Cf Fig.16). Etant donné la forte similarité de
séquence au niveau des TM entre les récepteurs humains ;AR et B,AR (Cf Fig. 16 et 17),
et la non sélectivité d’un grand nombre de ligands BAR envers ces deux sous-types, on peut

s’attendre a retrouver les mémes domaines d’interaction au niveau du ;AR.

L’utilisation de chiméres entre les deux sous-types de récepteurs a permis de
nombreuses recherches sur les domaines clé de ces récepteurs. C’est le cas par exemple de
la détermination des régions a la base de la sélectivité des composés envers un sous-type ou
un grand nombre de chiméres a été créé. D’apres les études de Frielle et al., le TMIV serait
responsable de la sélectivité de liaison des agonistes tels que I’adrénaline ou la
noradrénaline, alors que ce sont les TMs VI et VII qui joueraient un rdle important dans la
sélectivité des antagonistes (Frielle et al., 1988). Toutefois, en utilisant des récepteurs
chimeres différents Marullo et al. ont démontré que la sélectivité des composés reposerait
sur une multitude de sites de liaison, ces sites étant spécifiques pour un ligand donné
(Marullo et al., 1990). D’autre part, un peu plus récemment, ce sont différentes régions des

TMII et VII qui ont été identifiés comme majeures dans cette sélectivité (Kurose ef al.,
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1998), et I'utilisation de mutants a confirmé 1’existence de résidus clés pour la sélectivité
dans ces deux TM (Isogaya et al., 1999). Il apparait donc un manque évident de consensus
sur cette question de la sélectivité des composés Padrénergiques, qui laisse envisager,
comme suggéré par Marullo et al. & une multitude de sites au sein des TM comme étant

responsables de cette sélectivité.

En ce qui concerne le couplage du récepteur B,AR a la protéine effectrice G, c’est la
boucle i3 qui en serait responsable (Hausdorff ef al., 1990; Wong et al., 1990; Okamoto et
al., 1991; Cheung et al., 1992; Cheung et al., 1991). En effet, un mutant du récepteur ;AR
(AD267-273) présente encore une haute affinité pour 1’agoniste mais n’est plus capable
d’activer la voie de I’adénylate cyclase (Hausdorff et al., 1990). D’autre part, I’insertion
d’une partie de la boucle i3 du récepteur BAR au sein du récepteur cholinergique
muscarinique M1 (M1AChR) permet a ce dernier d’activer la voie de 1’adénylate cyclase
(Wong et al., 1990) et un peptide synthétique correspondant a la région terminale de i3
(Arg259 - Lys273) est capable d’activer Gs a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire
(Okamoto et al., 1991). Pour le récepteur AR, moins de données sont présentes sur la
région responsable du couplage a la protéine Gs, méme si la partie Cter 4 proximité du
TMVII semble étre importante (Mason et al., 1999); (Delos Santos et al., 2006). L’activité
constitutive des récepteurs B;AR et B,AR serait attribuée a la boucle i3 et au domaine Cter,
trés divergents entre les deux sous-types qui serait a ’origine de la différence d’activité
constitutive des récepteurs (Chakir ez al., 2003), le ;AR possédant une activité constitutive
inférieure a celle du B>AR (Engelhardt er al., 2001). En effet, des récepteurs chiméres
B1AR/B,AR (récepteurs B1AR contenant la boucle i3 et/ou le Cter du B,AR) démontrent
une activité constitutive bien supérieure a celle observée chez le récepteur 3, AR sauvage, et

similaire a celle du B,AR.
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Fig. 16 : Représentation schématique de la structure du récepteur B2AR humain et

indication des résidus importants.

Le domaine Cter serait aussi a I’origine de la désensibilisation. Le B;AR posséde
une désensibilisation moindre par rapport au B,AR (Rousseau et al, 1996), et des
récepteurs chimeéres B;AR/B2AR (récepteurs B;AR contenant une partie du Cter du B,AR)
démontrent une désensibilisation supérieure par rapport & celle observée avec un B;AR
sauvage (Rousseau er al, 1996; Liang and Fishman, 2004). Nous allons voir dans le
paragraphe suivant que ces profils distincts de désensibilisation entre les deux récepteurs

peuvent étre expliqués par des sites de phosphorylation distincts entre les deux récepteurs
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Fig. 17 : Représentation schématique de la structure du récepteur f1AR humain et
indication des résidus importants. En bleu, acides aminés partagés avec le récepteur

B2AR humain. Les sites PKA, GRK et les sites de palmitoylation sont des sites potentiels.

1.4.2.2 Modifications post-traductionnelles

Les récepteurs ;AR et B,AR subissent de nombreuses modifications post-

traductionnelles (Cf Fig 16 et 17).
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- La glycosylation : Le récepteur B,AR est N-glycosylé en trois positions : aux
acides aminés 6, 15 et 187, alors que le B;AR est glycosylé une seule fois, en Nt en position
15. Ces glycosylations facilitent ’ancrage du récepteur & la membrane plasmique (en
position 6 et 15) ainsi que son acheminement vers les voies de dégradation en réponse 2
I’agoniste (en position 187) (Rands er al., 1990; Frielle et al., 1987; Mialet-Perez et al.,
2004).

- La palmitoylation : Comme la majorité des récepteurs de la famille R, le
récepteur 3,AR est palmitoylé au niveau de la cystéine 341, ce qui permet un ancrage du Ct
a la membrane. 1l y a ainsi formation entre le TMVII et la cystéine 341 d’une 4™ petite
hélice o, que I’on nomme aussi I’hélice VIII. Cette palmitoylation est régulée en réponse a
I’agoniste (Loisel et al., 1996; Loisel ef al., 1999). Malgré la présence de deux cystéines en

position 299 et 300, aucune palmitoylation n’a été démontrée a ce jour pour le B;AR.

- La phosphorylation : En réponse a I’agoniste, les récepteurs B;AR et B,AR sont
phosphorylés au niveau de la boucle i3 et du domaine Cter par différents types de kinases :

la PKA et les GRK de type GRK2, 5 et 6 mais aussi par PKC.

La phosphorylation par PKA : Les deux sous-types de récepteurs sont phosphorylés par
PKA. Le récepteurs ;AR posséde 4 sites de phosphorylation (Ser/Thr de la boucle i3 et du
domaine Cter) (Cf Fig. 16), qui fait ’objet de nombreuses études, alors que le récepteur
BiAR n’en posséde que 2 (boucle i3 et Cter) (Cf Fig.17), moins caractérisés. Cette
phosphorylation entraine une désensibilisation des récepteurs qui peut étre homologue ou
hétérologue (Cf §1.2.2.1). D’autre part, les récepteurs B,AR phosphorylés par PKA
démontrent une interaction plus faible avec la protéine Gs mais interagissent alors
davantage avec Gi. Cette différence d’affinité serait a I’origine du mécanisme dénommé
« switch Gs/Gi », ou, les récepteurs une fois activés changent leur préférence de couplage
pour un couplage préférentiel a la protéine Gi. Ce mécanisme permet alors un rétrocontrdle

négatif en diminuant I’accumulation d’AMPc et participe ainsi a la désensibilisation de la
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voie de signalisation. D’autre part, dans certains isolats de cellules HEK293, I’activation de
la voie MAPK par le B,AR a été décrite comme dépendante de la phosphorylation par PKA
et de Gi mettant en évidence I'importance de ce switch pour I’activation d’une nouvelle
voie de signalisation (Daaka et al., 1997). Toutefois, ce mécanisme ne serait pas observé
dans tous les types cellulaires et est a ’origine d’une controverse (cf § 1.2.1.3). Se basant
sur la présence de ces sites de phosphorylation de PKA au niveau du récepteur 3;AR,
Martin et al ont avancé I’hypothése d’un mécanisme de switch similaire pour ce récepteur.
Cette hypothese s’est vérifiée dans en cellule HEK293 (activation de la voie ERK1/2
dépendante de PKA et de Gi), mais ce couplage a Gi pour les récepteurs ;AR n’a été a ce
jour observé qu’en systéme hétérologue et semble ne pas étre présent dans des systémes
plus physiologiques (Martin ef al., 2004). Cette différence de couplage entre les deux sous-
types serait méme a Dorigine de différences fonctionnelles majeures entre les deux
récepteurs au niveau du cceur (Xiao, 2001). On peut alors supposer que la différence de
couplage a Gi entre les deux récepteurs puisse provenir du nombre de site de
phosphorylation par PKA. Ce profil différent de phosphorylation pourrait ainsi étre a
I’origine d’une affinité moindre entre le ;AR et Gi, ne pouvant étre observée que sous

certaines conditions.

De maniere intéressante, la phosphorylation par PKA du B;AR pourrait aussi jouer
un réle clé dans I’internalisation des récepteurs via la voie des caveolaes. En effet, deux
récepteurs mutants pour les sites potentiels de phosphorylation par PKA et par GRK
(B1AR- PKA(-) et B;AR-GRK(-)) démontrent chacun une internalisation diminuée de 50%
par rapport aux récepteurs sauvages mais une fois traités par des inhibiteurs de la voie des
caveolae, seuls les récepteurs B;AR-GRK(-) voient leur internalisation inhibée. Ainsi, la
phosphorylation par PKA permettrait aux récepteurs d’étre internalisés via les caveolae
alors que la phosphorylation par GRK dirigerait les récepteurs via les puits tapissés de

clathrine (Rapacciuolo et al., 2003).
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La phosphorylation par GRK : Les récepteurs BARs ont été les premiers RCPG
décrits comme étant phosphorylés par un autre type de kinase : les GRKs (de type 2 et 5)
initialement dénommées BARKs (B adrenergic receptor kinases). Cette phosphorylation est
impliquée dans la désensibilisation du récepteur (Benovic et al., 1986; Freedman et al.,
1995) et, pour le B2AR, permettrait aussi la rupture des interactions avec les protéines a
domaine PDZ (Cao et al., 1999). Les récepteurs ;AR présentent moins de sites de
phosphorylation par GRK que les récepteurs B;AR (Cf Fig. 16 et 17), et ceci pourrait
expliquer les différences d’affinité pour la Parrestine observées entre les deux sous-types, a
savoir une affinité plus grande de la Parrestine pour le récepteur BoAR que pour le
récepteur AR, impliquant par 14 méme des profils de désensibilisation et d’internalisation

distincts entre les deux récepteurs.

La phosphorylation du récepteur §;AR par GRKS5 a aussi été démontrée comme régulant
’association du récepteur avec la protéine PSD-95, créant ainsi une atténuation de la
signalisation adénylate cyclase. En effet, la surexpression de GRKS5 diminue I’association
du récepteur avec PSD-95 alors que GRK2 n’influe pas sur cette interaction. D’autre part,
c’est la phosphorylation par GRKS qui semble nécessaire puisque que la surexpression d’un
mutant GRKS5 pour I’activité kinase n’a aucun effet sur I’interaction entre le récepteur et la

protéine PDZ (Hu et al., 2002)

Des phosphorylations par des tyrosines kinases ont aussi été reportées pour le
récepteur BoAR. Ainsi, en réponse a I’insuline le récepteur B>AR peut étre phosphorylé au
niveau du résidu Tyr141 et des Tyr du Ct (Tyr350/354 et Tyr364) (Valiquette et al., 1995),
(Karoor et al., 1995) le récepteur B,AR pouvant servir de substrat pour le récepteur a
I’insuline (Baltensperger et al., 1996). La phosphorylation de la Tyr141 serait directement
responsable de la potentialisation de la réponse adénylate cyclase observée aprés un
traitement a I’insuline dans des fibroblastes. Effectivement, la mutation du résidu Tyr141

(Tyr141/Phel41) annihile a la fois la phosphorylation du récepteur et la potentialisation de



65

’activité cyclase en réponse a I’insuline (Valiquette ef al., 1995). Toutefois, dans d’autres
types cellulaires, c’est une atténuation de la réponse cyclase via internalisation des
récepteurs qui est observée suite & un traitement a I’insuline. Et la phosphorylation au
niveau des résidus Tyr350/354 et Tyr364 serait nécessaire a cette atténuation (Karoor et al.,
1995). De maniére intéressante la phosphorylation au niveau du résidu Tyr350 créé un
domaine SH2 qui permettrait la liaison de la protéine Grb2 et la mutation de ce résidu
(Tyr350/Phe350) supprime non seulement cette liaison de Grb2 mais aussi I’internalisation

des récepteurs B,AR en réponse a ’insuline (Karoor ef al., 1998).

- L’ubiquitination : En réponse a I’agoniste, le récepteur B,AR est ubiquitiné, et
cette ubiquitination est impliquée dans la dégradation du récepteur mais n’a pas d’influence
sur I’internalisation (Shenoy et al., 2001). Par contre le ;AR semble ne pas étre ubiquitiné
en réponse a I’agoniste. Et cette absence d’ubiquitination expliquerait les différences de
profils d’acheminement vers les lysosomes observées entre le ;AR et le B,AR. En effet, en
réponse a ’agoniste le récepteur B2AR est ubiquitiné et colocalise avec des marqueurs des
lysosomes alors que dans les mémes conditions, aucune ubiquitination du récepteur ;AR
n’est observée, et celui-ci colocalise avec les marqueurs du lysosome mais dans des

proportions moindres (Liang and Fishman, 2004)

1.4.3 Signalisation et régulation

La voie de signalisation Gs/adénylate cyclase/ AMPc/PKA est la voie classique de
stimulation des récepteurs adrénergiques. Elle est partagée par les trois sous-types de
récepteurs BARs et est a I’origine des fonctions habituellement associées aux récepteurs

BARs, a savoir la contractilité cardiaque. Toutefois, d’autres voies de signalisation peuvent



66

aussi €tre activées en réponse a l’agoniste, telles que la voie des MAPK qui est

communément associée a I’hypertrophie cardiaque.

1.4.3.1 La voie de I’adénylate cyclase

Les récepteurs ;AR et BoAR, en réponse a ’agoniste, se couplent a la protéine Gs
et activent par 14 méme la voie de 1’adénylate cyclase (Cf §1.2.1.2.1). Ainsi il y a
augmentation d’AMPc qui a son tour stimule la PKA. L’activation de PKA entraine au sein
de la cellule la phosphorylation d’un grand nombre de protéines telles que les canaux Ca’*
de type L, les protéines du réticulum sarcoplasmique (SR), les phospholamban (PLB) ou
encore certains composants des myofilaments (ie : la troponine I et C), a ’origine de
contraction cardiaque. Cependant le B,AR est aussi capable de se coupler a la protéine Gi,
et ce couplage est souvent avancé pour expliquer la différence majeure de signalisation
observée entre les sous-types ;AR et B,AR au niveau cardiaque, a savoir un effet anti-
apoptotique médiée par le récepteur B,AR en opposition & un effet apoptotique médiée par
le B;AR (Xiao, 2001). Cette activation de Gi est attribuée a un mécanisme de « switch »
Gs/Gi, décrit précedemment. Il est toutefois a noter que le ;AR pourrait aussi se coupler,
par un mécanisme de « switch » similaire a celui du B,AR mais ce couplage a Gi n’a 4 ce

jour été observé qu’une seule fois et ce, en systéme hétérologue (Martin et al., 2004).

Cette voie adénylate cyclase est régulée par différents procédés. En réponse a
I’agoniste, les deux sous-types de récepteurs subissent a la fois une désensibilisation
hétérologue (via la phosphorylation par PKA) et une désensibilisation homologue (via
I’action des GRKs de type 2 et 5 principalement) (cf §1.2.1). La Parrestine est ainsi recrutée
préférentiellement aux récepteurs BARs phosphorylés par GRK, provoquant un découplage

fonctionnel et entrainant les récepteurs vers la voie de 1’endocytose. Toutefois, le taux
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d’endocytose des récepteurs est significativement différent entre les deux sous-types. En
effet, en réponse & une stimulation courte par un agoniste, le récepteur B;AR subit une
légére internalisation alors que, dans le méme contexte cellulaire, le B,AR est rapidement et
plus fortement internalisé (Suzuki ef al., 1992). Cette distinction entre les deux sous-types
de récepteur est attribuée a leur différence d’affinité envers la Parrestine. En effet, le
récepteur B,AR posséde une affinité plus grande que le B;AR pour cette molécule
d’échafaudage, ce qui entraine une plus forte internalisation de celui-ci (Shiina et al., 2000;
Shiina et al, 2001). D’autre part, en réponse a une présence prolongée de l’agoniste,
I’activité des récepteurs est régulée par des processus de dégradation et de diminution de la
synthése de mRNA, c'est-a-dire par régulation négative. Celle-ci est plus significatif pour le
B>AR mais serait aussi présente dans une proportion moindre pour le ;AR (Dunigan et al.,

2002).

Cette régulation de I’activité des récepteurs PARs prend toute son ampleur dans des
contextes pathologiques, pour lesquels les récepteurs sont stimulés de maniére prolongée au
ligand naturel. Ainsi, dans le cas de la défaillance cardiaque, ou le taux de catécholamine
dans le sang est élevé, plusieurs mécanismes de régulation sont observés. Ainsi, dans des
cardiomyocytes de cceur défaillant, la concentration en GRK2 est nettement supérieure a la
normale et la population de surface des récepteurs ;AR est diminuée pour atteindre un
niveau similaire a celle du B,AR, passant ainsi d’un ratio f;AR /B,AR de 80%/20% a un
ratio de 50%/50% (Lamba and Abraham, 2000).

Un autre mécanisme supplémentaire de controle de I’activité du B,AR fait intervenir
la compartimentation des signaux via les protéines AKAPs (A-Kinase anchoring proteins).
Les protéines AKAPs, en s’associant aux sous-unités régulatrices RII de PKA,
compartimentent cette enzyme avec ses protéines cibles, et permettent ainsi une
coordination spatiotemporelle des cascades de signalisation en assemblant dans un méme
complexe activateurs et effecteurs. AKAP250, aussi connue sous le nom de gravine, ou de

AKAPI12, interagit avec le domaine Cter du B,AR (Fan ef al., 2001), mais aussi avec PKA,
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PDE4D (Shih et al., 1999), PKC, GRK?2, Barrestine ainsi que la clathrine (Lin ef al., 2000).
L’agoniste induit I’activation de PKA, qui alors phosphoryle AKAP et permettrait ainsi une
interaction plus forte entre AKAP250 et le récepteur (Tao et al., 2003), et la formation de
ce complexe protéique formé par AKAP250 serait indispensable a I’internalisation et a la
resensibilisation des récepteurs AR (Lin et al, 2000). AKAP79 (encore appelée
AKAP150) est aussi associée avec le récepteur B,AR, et ce de maniére constitutive créant
ainsi un complexe contenant les protéines PKA, PKC et la protéine phosphatase PP2B. La
protéine d’ancrage favoriserait alors la phosphorylation du récepteur par PKA suite a la
stimulation a 1’agoniste et pourrait ainsi influencer la signalisation vers la voie des ERK1/2
(Fraser et al, 2000). Récemment, AKAP79 a ét¢ démontrée comme permettant la
phosphorylation du récepteur ;AR par PKA et dicterait le recyclage ainsi que la

resensibilisation des récepteurs.

D’autre part, la distribution des récepteurs BAR pourrait influencer leurs propriétés
fonctionnelles. Ainsi, par exemple des localisations distinctes des récepteurs B;AR et B;AR
de microdomaines membranaires de type caveolae/lipides raft ont été proposées afin
d’expliquer I’efficacité de couplage de ces récepteurs envers la voie de signalisation
Gs/AC. Le B2AR co-localiserait avec ses effecteurs (Gs et I’adénylate cyclase) au sein de
ces microdomaines. A contrario, le récepteur B;AR semble majoritairement exclu de ces
microdomaines, méme apres activation (Steinberg, 2004). Toutefois, un tel modéle ne peut
réconcilier certaines observations telles que ’augmentation de la signalisation de la voie

AC lors d’une déplétion en cholesterol (Rybin et al., 2000).

D’aprés ce que nous venons de voir, il semblerait que, bien que similaires du point
de vue de leur couplage a la protéine Gs, les récepteurs B;AR et B,AR subissent des
régulations bien distinctes. La cascade de signalisation AC/AMPc/PKA induite par le 3;AR
se retrouverait diffuse au sein de la cellule, et serait peu régulée négativement alors que
I’activité du B>AR se retrouverait trés localisée et hautement régulée. Cependant, on notera

un certain paradoxe, a savoir que cette régulation distincte entre les deux sous-types ne se
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retrouve pas au niveau du cceur défaillant : en effet, dans ce cas, c’est le récepteur B;AR qui

se trouve hautement régulé négativement.

1.4.3.2 La voie des MAPKSs de type ERK1/2

Plus récemment identifiée chez les récepteurs adrénergiques, cette voie de
signalisation semble néanmoins importante physiologiquement. Ainsi, deux cascades de
MAPK : p38 et ERK1/2, sont apparues comme des acteurs importants dans le contréle de la
lipolyse dans les adipocytes (Collins et al., 2004). Au niveau du coeur, la voie MAPK de
type MEK1-ERK /2 aurait un réle central dans la régulation de I’hypertrophie cardiaque et
de la survie cellulaire (Bueno and Molkentin, 2002). Ainsi, par exemple, la production de
souris transgéniques exprimant la protéine MEK1 active constitutivement, démontrent une
hypertrophie cardiaque et de nombreuses études in vivo et in vitro semblent confirmer ce
role (Ueyama et al., 2000; Bueno er al., 2000). La voie ERK1/2 aurait une fonction
cardioprotectrice en empéchant 1’apoptose des myocytes et serait nécessaire pour protéger
le myocarde contre les dommages d’une ischémie. De maniére intéressante, la création de

souris KO pour ERK1 ou ERK2 a permit d’attribuer ce role a ERK2 (Lips et al., 2004).

1.4.3.2.1 Activation de la voie MAPK de type ERK1/2 par le [>AR.

Les déterminants moléculaires nécessaires a 1’activation de la voie de type ERK1/2
par le B>AR dans différents types cellulaires ont fait I’objet de nombreuses études.
L’activation des ERK1/2 par ce récepteur peut étre dépendante des protéines G (Gs et Gi)

mais aussi indépendante, requierant alors I’intervention de protéine Parrestine ou de Src.
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Cependant, dans la plupart des lignées cellulaires, cette voie de signalisation est sensible a
la toxine pertussique (PTX), et nécessite la phosphorylation par PKA du récepteur afin de
favoriser le couplage du récepteur a Gi. Toutefois, selon les lignées cellulaires, et méme
selon les isolats d’une méme lignée, I’implication de Gi peut étre trés variable (Lefkowitz
et al., 2002). Certaines études décrivent méme une insensibilité totale de la voie a la PTX
(Friedman et al., 2002; Schmitt and Stork, 2000). Ainsi, dans la plupart des cas, deux
composantes participent de maniére variable a I’activation des ERK1/2 par le B,AR : une
composante Gi et une composante Parrestine (Azzi et al., 2003; Shenoy et al., 2006b). La
composante Gi permet, via les protéinesPy, le recrutement de Src qui, a son tour, active les
RTKs. Il y a ainsi transactivation des RTKs et par 1a méme activation des ERK1/2. En ce
qui concerne la composante Parrestine, celle-ci est recrutée préférentiellement aux
récepteurs phosphorylés par GRK. De maniére intéressante, la surexpression de GRKS et
GRK6 augmente de maniére significative P’activation des ERK1/2, alors que celle de
GRK2 n’influe pas sur cette activation. Ainsi, les récepteur phosphorylés par GRKS et 6
permettent la formation d’un complexe spécifique B,AR /Barrestine /c-Src capable de
stimuler les ERK1/2. Les deux composantes (protéine G et Parrestine) démontrent des
cinétiques d’activation différentes : ’activation des ERK1/2 par Gi est rapide et transitoire
alors que I’activation par la Parrestine est plus tardive et soutenue dans le temps (Shenoy et

al., 2006b).

Les récepteurs B2AR peuvent aussi, dans certains types cellulaires activer les MAPKSs via la
cascade de signalisation Gs/AC/AMPc/PKA (Schmitt and Stork, 2000; Friedman et al.,
2002; Sun et al., 2007); la PKA pouvant elle-méme activer directement Rap-1 et par la
méme ERK1/2 (Schmitt and Stork, 2000).

Aussi, récemment, Sun Y et al. ont mis en évidence une activation directe de Src par le
B2AR en réponse a des fortes concentrations d’agonistes. Il y a ainsi stimulation de la voie
MAPK de fagon indépendante des protéines G. Le récepteur est en effet capable d’agir de

maniere similaire aux récepteurs aux cytokines qui ne possédent pas d’activité enzymatique
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mais activent de maniere directe Janus Kinase (JAK), une tyrosine kinase afin de pouvoir

induire une signalisation.

1.4.3.2.2 Activation de la voie MAPK de type ERK1/2 par le BAR

Le B1AR est aussi capable de stimuler la voie MAPK de type ERK1/2 bien qu’il soit
proposé que cette activation soit moins forte que celle médiée par le récepteur B,AR
(Chesley ef al., 2000); (Sabri ef al., 2000; Lavoie et al., 2002a). Toutefois trés peu d’études
ont tenté de caractériser les déterminants moléculaires nécessaires. En cellules HEK293, et
COS-7, I’activation des ERK1/2 nécessiterait la protéine Gi (Martin et al., 2004; Hu ef al.,
2002) et un mécanisme de ‘switch’, similaire a celui du B,AR a été proposé :le récepteur
doit étre phosphorylé par PKA afin de favoriser son couplage a Gi (Martin ef al., 2004).
Toutefois, dans des systémes plus physiologiques, le couplage des récepteurs BARs a Gi est
communément attribué au récepteur B>AR et non au récepteur B;AR. Il reste donc encore

beaucoup a découvrir sur la voie ERK1/2 modulée par ce récepteur.

1.4.3.3 La voie de la PI3K

L’activation de cette voie de signalisation est essentiellement attribuée au récepteur
B2AR. Cependant, la majorité des études portant sur cette voie ont été réalisées dans des
systémes physiologiques et ne discriminent pas tous I’action d’un sous-type. La PI3K et ses
effecteurs directs régulent principalement, via les récepteurs BARs, deux mécanismes

cellulaires importants que sont la croissance cellulaire et ’apoptose. Les sous-unités By
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issues de Gi sont en effet capables de stimuler la voie PI3K qui régule négativement
I’apoptose. De plus, la PI3K peut aussi réguler la contractilité¢ des cardiomyocytes,
possiblement par une modulation directe ou indirecte de la phosphorylation des
phospholambans, qui est dépendante de Gi (Jo et al., 2002) mais aussi par inhibition de
Iactivité¢ ’AC (Crackower et al., 2002). Enfin, la PI3K jouerait un réle clé dans la
régulation du systéme adrénergique de fagon générale, en étant nécessaire dans

I’internalisation des récepteurs ((Naga Prasad ef al., 2002).

Récemment, de maniére intéressante, dans des cellules cardiaques de type H9c2 la
voie de signalisation menant & 1’activation de la PI3K par le B>AR s’est révélée dépendante
d’une transactivation par les RTK, la voie de signalisation étant la suivante :

Gi/By/Src/PDGFR/PI3K (Yano et al., 2007).

1.4.3.4 Les autres voies de signalisation et les protéines d’interaction des

récepteurs béta-adrénergiques:

Outre les classiques protéines G, de nombreuses autres protéines ont été identifiées
comme interagissant avec les récepteurs ;AR et ;AR (Cf Tableau III). Nous avons vu
ainsi précédemment que la Parrestine ainsi que Src étaient capables de se lier au récepteur

B2AR et d’activer la voie MAPK de type ERK1/2.

Les récepteurs B1AR et B2AR peuvent également, via les derniers acides aminés de leur
Cter (‘ESKV’ pour le B;AR et ‘DSLL’ pour le B,AR) (Cf Fig. 16 et 17), recruter des
protéines a domaine PDZ, qui sont spéciques pour chaque sous-type (He et al., 2006) (Cf
Tableau III). Le récepteur B2AR recrute ainsi la protéine NHERF (aussi dénommée

EBP50). Cette interaction, qui est dépendante de la liaison a 1’agoniste, a plusieurs roles
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physiologiques importants : elle permet le recyclage des récepteurs endocytosés mais aussi

la régulation de I’activité de protéines telles que NHE3 et CFTR (cf §1.2.1.3.3).

Ce grand nombre d’interactions des BARs avec diverses protéines (protéines d’échafaudage
ou d’ancrage, protéines G, kinases, protéines a domaine PDZ, protéines a domaine SH)
peut ainsi mener a des fonctionnalités et des régulations distinctes les unes des autres.
Ainsi, malgré leur couplage traditionnel identique a la protéine Gs, les récepteurs ;AR et

B>AR peuvent présenter des profils signalétiques et régulatoires distincts.

B,AR B,AR
Gs (Gi?) Gs Gi
PKA, PKC PKA, PKC
GRK GRK

8,AR / 8,AR (homo/hétéro dimérisation)
Barrestine

AKAP79 (ratAKAP150)

CN-Ras-GEF °

Endophiline

GIPC ®

MAGI-2 (ARIP-2) (S-SCAM) 5

PSD-95 ¥

SAP97 S

MAGI-3 §

B1AR / 82AR (homo/hétéro dimérisation)
Barrestine

AKAP79 (ratAK AP150)

AKAP250 (gravine)

NHERF (EBP50) °

NSF *

Src

Tableau III : Protéines d’interaction des récepteurs §;AR et B;AR. ) Interaction

testée sur les deux sous-types de récepteur et déterminée comme sélective.
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2. Objectifs de la thése :

Objectif n°1:

Etude de D’efficacité de signalisation des ligands BARs : Etablir le profil d’efficacité
(efficacité maximale et puissance) de signalisation de composés sélectifs aux récepteurs
BIAR et BoAR sur deux voies de signalisations: la voie classique d’activation de
’adénylate cyclase et la voie MAPK de type ERK1/2, afin de reconsidérer la notion

d’efficacité et de sélectivité des ligands.

Objectif n°2 :

Etude des déterminants moléculaires et des changements conformationnels associés a
Pactivité biaisée des ligands : En utilisant comme modele le récepteur AR, caractériser
les déterminants moléculaires menant a la régulation de la voie MAPK par trois ligands aux
profils d’efficacité de signalisation distincts envers la voie de I’AC et la voie ERK1/2.
Analyser les changements conformationnels au sein de complexes protéiques : récepteur/

sous-unités de la protéineG.
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3.1 Article 1

Des profils signalétiques distincts de ligands aux récepteurs 3, et

B;-adrénergiques envers la voie adénylate cyclase et la voie

MAPK révelent la pluridimensionnalité de I’efficacité.
Ségoléne Galandrin et Michel Bouvier. Mol. Pharmacol. 70 :1575-1584, 2006

Durant la derni¢re décennie, I’efficacité des ligands aux RCPG est apparue de plus
en plus complexe. Initialement décrite comme positive ou neutre (ligands agonistes ou
antagonistes), I’efficacité des ligands s’est révélée pouvoir étre également négative avec la
découverte de I’activité constitutive des récepteurs (ligands agonistes inverses) (cf § 1.3.1).
D’autre part, certaines études ont démontré que [I’efficacité d’un ligand n’est pas
nécessairement identique pour toutes les voies de signalisation modulées par un méme
récepteur, pouvant méme étre duelle: positive pour une voie de signalisation et négative
pour une autre, le ligand étant alors a la fois agoniste et agoniste inverse. (cf § 1.3.3.2).
Pourtant, la classification des ligands des RCPG en tant qu’agonistes, antagonistes ou
agonistes inverses se base généralement sur I’efficacité des composés envers une unique
voie de signalisation : la voie traditionnelle activée par les récepteurs. Ainsi par exemple les
ligands d’un récepteur couplé a Gq seront classés selon leur capacité a activer la voie de la
PLC ou des seconds messagers ou effecteurs en aval (IP3, DAG, PKC). Pour les ligands B
adrénergiques la classification des ligands a ainsi été établie uniquement selon leur
efficacité pour les effecteurs ou les seconds messagers de la voie de ’adénylate cyclase.
Pourtant, de nombreuses autres cascades de signalisation peuvent étre induites par ces
récepteurs dont la voie des MAPK et type ERK1/2. Ainsi, deux ligands au récepteur -
adrénergique, le propranolol et I’'ICI118,551, qui sont agonistes inverses pour la voie de

I’adénylate cyclase, se sont révélés posséder une activité agoniste partielle pour la voie
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MAPK (Azzi M et al 2003). Or, Iefficacité des nombreux ligands B adrénergiques, qui
sont pour la plupart utilisés en cliniques (cf§ 1.4.1), a été essentiellement caractérisée au
niveau de la voie classique de stimulation des récepteurs p adrénergiques, a savoir la voie

de I’adénylate cyclase ou les seconds messagers ou effecteurs en aval de cette voie.

I est donc intéressant de repenser cette notion d’efficacité a travers d’autres voies
de signalisation. Les récepteurs Badrénergiques nous ont alors semblé des modéles de
choix. En effet, au cours des années, un grand nombre de ligands synthétiques, appartenant
aux différentes classes de composés (agonistes, antagonistes, agonistes inverses) ont été
développés afin de moduler ces récepteurs. Comme mentionné ci-dessus, certains de ces
ligands sont pour beaucoup utilisés en clinique, dans un systéme majeur, le systéme
cardiovasculaire et une efficacité duelle a déja été observée lors d’études précédentes pour
des ligands du récepteur B,AR (Azzi et al., 2003; Baker ef al., 2003). D’autre part, les
récepteurs ;AR et BAR partagent un grand nombre de ligands, qui sont non sélectifs pour
la plupart et leur expression tissulaire est similaire (cf §1.4.1, Tableau II). Il apparait donc
intéressant de comprendre comment les ligands peuvent avoir une activité différentielle vis-

a-vis de ces deux sous-types.

Nous avons ainsi testé plusieurs ligands § adrénergiques sur les deux sous-types de
récepteurs et sur deux voies de signalisations (AC et MAPK). Huit composés ont été
choisis, pouvant se lier aux deux récepteurs et ayant pour la plupart une importance
thérapeutique. C’est le cas de trois d’entre eux, utilisés dans le traitement de la défaillance
cardiaque mais dont I’efficacité thérapeutique est a ce jour inexpliquée par leur seule action

sur la voie de I’adénylate cyclase.

La détermination de I’efficacité maximale sur les deux voies de signalisation nous a
permit d’identifier des ligands arborant des profils d’efficacité distincts : agoniste ou
agoniste inverse sur les deux voies de signalisation, ou bien agoniste sur une voie mais

agoniste inverse sur 1’autre. Nous avons ainsi pu mettre en évidence, de facon trés claire le
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caractére pluridimensionnel de I’efficacité des ligands aux récepteurs BARs, caractére qui,

au regard des autres études portant sur I’efficacité (cf §1.3.3), pourrait s’étendre aux ligands

des autres GPCR.

De manicére intéressante ce caractére pluridimensionnel de I’efficacité peut étre mis

en paralléle avec les conformations du récepteur qui peuvent elles aussi étre plurielles.

D’autre part, la sélectivité des ligands BARs envers les différents sous-types de
récepteurs adrénergiques est classiquement basée sur 1’affinité des composés. En testant
’efficacité maximale ainsi que la puissance sur deux voies de signalisation données
activées par le B;AR et le B2AR nous avons pu démontrer que I’affinité a elle seule ne peut
suffire afin de déterminer la sélectivité d’un composé envers un sous-type. En effet, un
composé ayant une affinité similaire envers les deux sous-types de récepteurs ne démontre
pas nécessairement le méme profil signalétique (efficacité maximale et puissance) envers
les voies de signalisation activées par ces deux sous-types. Un composé peut ainsi

sélectionner une voie de signalisation liée & un sous-type de récepteur.

Ainsi, efficacité et sélectivité d’un ligand pour un RCPG sont deux termes qui ne
peuvent pas €tre définis uniquement sur la base du couple ligand/récepteur mais qui doivent

aussi inclure dans leur définition opérationnelle les effecteurs engagés par ce récepteur.
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ABSTRACT:

Drug efficacy is classically considered an intrinsic property of a ligand/receptor couple.
However, recent observations suggest that efficacy may also be influenced by the signaling
effectors engaged by a unique receptor. To directly and systematically test this possibility,
we assessed the ability of a panel of B-adrenergic ligands to modulate the activity of two
effector systems, the adenylyl cyclase (AC) and the mitogen-activated protein Kinase
(MAPK) via B, and (3, adrenergic receptors. Although some compounds displayed similar
efficacies toward the two pathways, others showed complex efficacy profiles. For example,
compounds that are inverse agonists for the AC activity were found to be either agonists,
neutral antagonists or inverse agonists for the MAPK pathway. Reciprocally, agonists for
the AC were either agonists or neutral antagonists for MAPK. Given this complexity, we
propose a Cartesian representation of the efficacies that takes into account the activities of
the different effectors that can be engaged by a given receptor. In addition, compounds
considered as non-selective for B; and f; adrenergic receptors, based on their binding
affinities, showed distinct relative efficacy profiles toward AC and MAPK, adding a new
dimension to the concept of ligand selectivity. Taken together, the results suggest that
binding of different ligands promote distinct conformational changes leading to specific
signaling outcomes. Our data therefore clearly illustrate that efficacy is a pluridimensional
parameter that is not an intrinsic characteristic of a ligand/receptor couple. This should have
important implications for the future design of screening assays used in drug discovery

campaigns.
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INTRODUCTION:

G protein coupled receptors (GPCR) represent the largest class of protein involved
in signal transduction across biological membranes. As such, they are among the main
molecular targets considered for the development of therapeutic agents. Classically, drugs
acting on GPCR were classified into two main categories, agonists and antagonists that
respectively promote or block receptor activation. In the last ten years, however, the
recognition that GPCR can exhibit constitutive activity led to the discovery of a third class
of compounds that can decrease such spontaneous activity and are known as inverse
agonists. In the frame work of an allosteric model whereby receptors are in equilibrium
between inactive (R) and active (R*) conformations, agonists and inverse agonists are
believed to stabilize R* and R respectively. Neutral competitive antagonists for their part
presumably compete for the binding of agonists or inverse agonists but do not affect the
equilibrium, thus having no intrinsic activity (for reviews see (Milligan, 2003); (Strange,

2002); (Bond, 1997)).

Interestingly, the extended and cubic ternary complex models, which were developed to
formalized ligand behaviours, included terms that qualified the affinity of the activated
receptor for the G protein opening the possibility that various ligands may stabilize
different active conformations resulting in distinct signaling properties (see (Kenakin,
2004) for a review). Consistent with this theoretical possibility, some studies reported that
the order of potency/efficacy of compounds acting through a unique receptor can be
different depending of the effector system considered ((Kenakin, 1995b); (Spengler et al.,
1993b); (Berg et al., 1998b); (Hall et al., 1999c); (Kurrasch-Orbaugh ef al., 2003b); (Gay et
al., 2004b); (Moniri et al., 2004b); (Krueger et al., 2005b); (McLaughlin et al., 2005b)).
This phenomenon, often referred to as “ligand directed stimulus trafficking”, “Functional
selectivity” or “biased agonism”, has been taken as evidence that more than one active

receptor conformation exist (Kenakin, 2002b); (Urban et al., 2006). Particularly striking in
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this respect are recent studies reporting that ligands can have opposite efficacies toward two
different signaling pathways. For example, ICI118,551 ((%)-1-[2,3-(dihydro-7-methyl-1H-
inden-4-yl)oxy]-3-[(1-methylethyl)amino]-2-butanol) and propranolol that act as inverse
agonist on the B,-adrenergic receptor (B,AR) toward the adenylyl cyclase (AC) signaling
pathway were shown to be partial agonists when tested on the extracellular regulated kinase
(ERK) activity (Azzi et al, 2003b); (Baker et al., 2003b). Similar dual efficacies for
distinct signaling pathways were also reported for ligands acting on the H3-histamine
receptor (Gbahou et al., 2003b), the d-opioid receptor (Audet er al., 2005b) and the
serotonin 5-HT»¢ receptor (Werry et al., 2005b).

Taken together, these observations suggest that efficacy is a more complex
parameter than was originally anticipated and that the effector systems may need to be
included in its description. When considering two distinct signaling pathways modulated by
a single receptor, multiple efficacy combinations are theoretically possible. Compounds
could be agonist for the two pathways, inverse agonist for the two pathways or having
opposite efficacies on each of the pathways. The present study was therefore initiated to
test whether these different theoretical efficacy profiles can exist. For this purpose, the
ability of various B-adrenergic ligands to modulate the activity of the adenylyl cyclase and
ERK1/2 was assessed in cells expressing either the human B, adrenergic receptor (B;AR) or
B2AR. In the case of each receptor subtypes, ligands that activate both, inhibit both or have
opposite effect on each of the two pathways were indeed identified. The wide diversity of
efficacy and potency profiles revealed by our study clearly illustrates the notion of
signaling pluridimensionality that complicates the classification of ligands according to
unique efficacy terms. The systematic comparison of the efficacy profiles for the two
closely related receptor subtypes also demonstrated that drug efficacy can only be
considered in the context of the diverse signaling pathways that can be engaged by a

specific receptor subtype.
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In addition to shed light on the concept of drug efficacy, these results could have
important clinical implications since the distinct efficacy profiles of B-blockers, which are
widely used in the treatment of hypertension and heart failure, could underlie differences in
therapeutic and side effects patterns. Additional studies linking defined physiological
actions of various compounds to their efficacies toward specific effector’s systems should

allow to explore the potential therapeutic impact of pluridimensional signaling efficacy.
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MATERIALS AND METHODS:

Reagents: (-) Isoproterenol, Labetolol, DL-Propranolol, S(-) Atenolol and () Metoprolol
were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) and (£) Bisoprolol was from Tocris
Cookson Inc. (Ellisville, MO). Carvedilol and Bucindolol were a generous gift from
GlaxoSmithKline (Research Triangle Park, NC) and Dr. Michael Bristow (University of
Colorado Health Sciences Center, CO), respectively. Mouse anti-phosphorylated ERK1/2
and rabbit anti-ERK1/2 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Horseradish peroxidase (HRP)-anti-mouse and HRP-anti-rabbit polyclonal antibodies were
from Amersham (Baie d’Urfé, QC, CA)). All other reagents were of analytical grade and

obtained from various suppliers.

Stable cell lines and cell culture: Stable cell lines expressing human-;AR and human-
B>AR were generated by transfection of pcDNA3.1-HA-B;AR or pcDNA3.1-HA-B,AR
plasmids (Lavoie ef al., 2002b) into human embryonic kidney (HEK) 293S cells (Reeves et
al., 1996) using the calcium-phosphate precipitation method. Isolates that stably
incorporated the plasmids were selected on the basis of their resistance to genetecin by
treating cells with G418 (400ug/ml). Receptor level expression was deduced from binding
experiments carried out on whole cells using ['*’I]-cyanopindolol as radio-ligand. The two
cell lines used expressed 7-8 pmol and 4-5 pmol of receptor per mg of protein for the ;AR
and B,AR, respectively.

Routinely, cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with
5% fetal bovine serum, 100U/mL Penicillin and Streptomycin, 2mM L-Glutamine and

400pg/ml G418, in a 37°C humidified 5% CO2 atmosphere.

Quantification of cAMP accumulation: Cells at 80% confluency were serum starved for
16 hours. The day of the experiment, cells were resuspended in phosphate-buffered saline

(PBS)/0.1%Glucose/ImM IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) and then treated for 30
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minutes at 37°C with the indicated drugs. Compounds behaving as inverse agonists were
tested in the presence of 0.3 uM forskolin to increase the window of inhibition. Following
drug treatment, cells were immediately lysed and cAMP levels measured using the
CatchPoint cAMP Kit (Molecular Device, Sunnyvale, CA) according to manufacturer’s
recommendations. Briefly, cells lysates were incubated in 384 wells plates coated with anti-
cAMP antibodies in the presence of known amounts of HRP-cAMP. cAMP from cell
lysates was allowed to compete with the HRP-cAMP for 2 hours and the remaining
peroxidase activity was measured following 3 washes. The cAMP generated under the
different conditions was interpolated from a cAMP standard curve generated in parallel for
each experiment. Triplicates were used for each condition, and all experiments were
repeated at least 3 times. For the determination of the EC50, data are expressed in
percentage of the maximal response reached for each compound. For the determination of
the relative activities, maximal agonist responses (Emax) are expressed in percentage of
maximal (10pM) isoproterenol-promoted stimulation. For the compounds behaving as

inverse agonists, data were expressed in percentage of forskolin (0.3uM) inhibition.

Detection of phosphorylated ERK1/2: Cells expressing B;AR or B,AR were seeded in
poly-D-lysine-coated six-well plates. The day after, cells were washed once with PBS and
incubated with serum free media for sixteen hours. Cells at 80% confluency were then
stimulated for the indicated times at 37°C. The media was then rapidly removed and cells
were washed with ice-cold PBS before being lysed using 100puL per well of Laemmli
sample buffer (62.5mM TrisHCI, 2% SDS, 10% Glycerol, 50mM Dithiothreitol, 0.1%
Bromophenol Blue, pH 6.8). Whole cell lysates were sonicated, resolved by SDS-PAGE,
and transferred onto nitrocellulose. The blots were blocked at room temperature for 1 hour
with TBS-T buffer (50mM Tris, pH7.4, 150mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20), 5% fat-free
milk. Phospho-ERK1/2 was detected using mouse polyclonal anti-phospho p42/p44 ERK
specific antibody (1:3000, over-night at 4°C in TBS-T, 5% fat-free milk). The

immunoreactivity was revealed using a secondary HRP-conjugated anti-mouse antibody
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(1:10000, 1 hour at room temperature in TBS-T, 5% fat-free milk) and the peroxidase
activity detected by chemiluminescence (NEN Life Science Products). Blots were stripped
and re-probed for total ERK1/2 with rabbit polyclonal anti-ERK1/2 antibody (1:25000, 1
hour at room temperature in TBS-T, 5% fat-free milk) followed by HRP-anti-rabbit
antibody (1:20000, 1 hour at room temperature in TBS-T, 5% fat-free milk). Films were
scanned, and band intensities were quantified using Quantity One (Bio-Rad) software.
ERK1/2 phosphorylation was normalised according to the loading of proteins by expressing
the data as a ratio of P-ERK1/2 over total ERK1/2.

Statistical analysis
Statistical analysis and curve fitting were done using Prism 2.01 (GraphPad, San Diego,
CA). Statistical significance of the differences was assessed using one-way ANOVA

(Analysis Of Variance) and post-hoc  Bonferonni or Dunnett's test.
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RESULTS

The efficacy and potency profiles of eight B-adrenergic ligands were tested on both
AC and ERK signaling pathways in cells expressing either the human ;- or B,-adrenergic
receptors (BARs). The compounds were selected based on their prevalent use in
pharmacological studies and clinical settings. Their reported affinities for both B, and ;AR
are listed in table 1. Five of the compounds bind with similar affinities to both receptors

whereas three display a strong selectivity toward 3;AR.

Ligand praofiles on the p; adrenergic receptor:

The eight selected compounds were first tested for their ability to modulate cAMP
production in HEK293S cells stably expressing the human-;AR. In a first round of assays,
their activity was assed to establish whether they behave as agonists, neutral antagonists or
inverse agonists (data not shown). In the case of antagonists and inverse agonists, their
potency and efficacy were tested in the presence of 0.3uM forskolin to enhance the
response window. As shown in Fig. 1, isoproterenol, labetolol, bucindolol and carvedilol
behaved as agonists whereas propranolol, metoprolol, bisoprolol and atenolol were inverse
agonists for the adenylyl cyclase (AC) pathway. Using maximal concentration (at least 10X
the EC50 for each compound determined from dose response experiments; Fig. 1A and
table 2, left column), the efficacy of each compound was determined. When considering the
agonists, isoproterenol was the most efficacious compounds whereas labetolol, bucindolol
and carvedilol had equivalent partial efficacy, corresponding to 33-44% of the maximal
isoproterenol-stimulated response (Fig. 1B upper panel and Table 3 left column). For
inverse agonists, metoprolol, bisoprolol and atenolol had similar high inverse efficacies.
Propranolol for its part behaved as a partial inverse agonist leading to an inhibition of only
32% of the forskolin-stimulated AC compared to the 63-72% inhibition observed for the 3

other compounds.
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The same compounds were then assessed for their ability to modulate the ERK1/2
activity in the B;AR expressing cells. Because ERK1/2 activation is known to be fast and
transient we first performed time-course experiments to determine the time of maximal
activation for each compound. These times of activation (between 2 and 4 minutes
depending on the compound) were then selected to assess relative efficacies. As shown in
Fig. 2, the efficacy pattern found in the ERK1/2 assay was significantly different from that
observed for AC activation. When considering the compounds that were agonists for the
AC pathway, isoproterenol, bucindolol, and carvedilol also acted as agonists and partial
agonists for ERK1/2; bucindolol and carvedilol showing 25-28% of isoproterenol efficacy
(Fig. 2A and table 3, right column). Labetolol, however, which was as efficacious as
bucindolol and carvedilol for the AC, did not significantly stimulate ERK1/2
phosphorylation (the small increase see in Fig. 2A not reaching statistical significance). For
the inverse agonists in the AC assay, three compounds (metoprolol, bisoprolol and
atenolol) acted as neutral antagonists (the small increases not reaching statistical
significance) on the ERK1/2 pathway. Propranolol for its part, showed an opposite efficacy,
stimulating ERK1/2 phosphorylation as efficiently as bucindolol and carvedilol and
reaching 22% of the isoproterenol efficacy (Fig. 2A and table 3, right column).

When considering the potency of the compounds in the two signaling pathways (AC
and ERK1/2), similar EC50 were found for all compounds except isoproterenol (Table 2).
Even propranolol that acted as inverse agonist on AC but as agonist on ERK1/2, did so with
similar potency. In contrast, isoproterenol activated ERK1/2 with a potency markedly lower
(450 X) than that observed for its stimulation of AC (Fig. 2B, Table 2). The possible

meanings of this difference are considered in the discussion section below.

Ligands profiles on the f3; adrenergic receptor:
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The B-adrenergic ligands were then assessed for their ability to modulate AC and
ERK1/2 activity in HEK293S cells expressing the human B,AR. As shown in Fig. 3, only
isoproterenol and labetolo] were able to increase cAMP levels. Isoproterenol behaved as
agonist whereas labetolol acted as partial agonist for this pathway, possessing an efficacy of
~25% of isoproterenol. Propranolol, metoprolol, bisoprolol and atenolol all acted as inverse
agonists on the cyclase response (Fig. 3 A and B, lower graph). Their efficacy to inhibit
forskolin-stimulated AC was similar, ranging from 44-59% (Table 5 left column).
Bucindolol and carvedilol showed no significant efficacy toward the AC pathway up to a

concentration of 10> M.

Significant differences in the potency of the compounds to modulate cAMP
production were observed in cells expressing the B,AR (Table 4 left column). Indeed,
whereas the non-selective B-adrenergic ligands showed similar high potencies to either
stimulate (isoproterenol and labetolol) or inhibit (propranolol) AC activity, the P;AR
selective ligands (metoprolol, bisoprolol and atenolol) showed poor potency to inhibit AC

(Fig. 3A and Table 4 left column).

After determination of the time of maximal activation for each compound (1 or 2
minutes depending of the compounds), the relative efficacies and potencies of the
compounds to modulate ERK1/2 activity were assessed in the B,AR expressing cells. As
shown in Fig. 4 and similarly to what was observed in B;AR expressing cells, the efficacy
pattern found in the ERK1/2 assay was significantly different from that observed for AC
activation. In addition to isoproterenol and labetolol (which acted as agonists for the AC
pathway), bucindolol and carvedilol, (that did not have efficacy for the AC pathway) were
also able to significantly increase the ERK1/2 phosphorylation (Fig. 4A). Moreover,
propranolol, which was an inverse agonist for the AC, was able to stimulate the ERK1/2
signaling pathway (Fig. 4A). Labetolol, bucindolol, carvedilol and propranolol were thus

classified as partial agonists on the ERK1/2 pathway, their maximal stimulatory activity
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reaching between 38% and 64% of isoproterenol efficacy (Fig. 4A; table 5, right column).
Metoprolol, bisoprolol and atenolol, that were efficacious inverse agonists on the AC, did
not appear to modulate ERK1/2 activity. However, the basal level of ERK1/2
phosphorylation being close to the detection limit, inverse efficacy could have gone
unnoticed. Hence, the efficacies of these compounds were reassessed in the presence of
Phorbol Myristate Acetate (PMA), a compound known to elevate ERK1/2 activity as a
result of PKC stimulation. Under these conditions, metoprolol, bisoprolol and atenolol
significantly decreased the PMA-stimulated ERK1/2 phosphorylation, thus acting as
inverse agonists for this pathway (Fig. 4A Inset). This inverse agonist effect was also
observed when these compounds were tested following elevation of the ERK1/2 activity by
a different activator, the Epidermal Growth Factor (data not shown). The revealed inverse
efficacy of metoprolol, bisoprolol and atenolol did not result from a artefact resulting from
the artificially elevated ERK1/2 activity since propranolol! still acted as an agonist on the
PMA-stimulated ERK1/2 activity (data not shown). Moreover, PMA treatment did not
reveal inverse efficacy toward the PlAR-regulated ERK1/2 activity for any of the
compounds (data not shown), clearly indicating the subtype selectivity of the effect
observed.

As was the case for the B;AR expressing cells, isoproterenol had a much lower
(43X) potency to activate ERK1/2 than AC (Table 4). In contrast, labetolol and propranolol
had similar potencies for the two signaling pathways. Noticeably, bucindolol and carvedilol
that had no detectable efficacy toward the AC pathway activated the ERK1/2 with high

potency.
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DISCUSSION

Combining the use of multiple ligands, two closely related receptor subtypes and
two effectors systems, the present study, in line with other recent observations, illustrates a
novel level of complexity in the definition of signaling efficacy and selectivity. When
considering a single receptor, several ligands showed a complex efficacy profile resulting
in some cases in the opposite regulation of the two pathways considered by the same
ligand. Our results also clearly indicate the existence of a subtype-dependent efficacy
profiles toward distinct signaling pathways that are not a simple reflection of the binding
affinities of the ligands for each of the receptor subtype. Taken together our data forcefully
support the emerging notion that signaling efficacy can no longer be defined as a function
of a ligand/receptor couple but needs to include the specific effector(s) considered, thus

revealing the pluridimensionality of efficacy.

One of the most striking observations of this study is that, although some ligands
have similar efficacies toward ERK and AC, others displayed effectors-specific efficacies.
In some cases, effector-specific efficacy profiles were revealed by different rank order of
efficacies for the two pathways. For example, when considering the 3;AR, labetolol is an
agonist as efficacious as bucindolol and carvedilol for AC whereas it is much less
efficacious than these two compounds toward the ERK1/2 stimulation. In other cases, the
efficacy of a given compound is completely different, depending on the pathway
considered. This is particularly striking for propranolol which is an inverse agonist for AC
but an agonist of the ERK1/2 pathway for both B, and B>AR. The effector-specific efficacy
profiles for the two receptors can be easily appreciated by a Cartesian representation of the
data that displays the relative efficacy of each compound toward the two signaling

pathways (Fig. 5). As can be seen, 3 of the 4 possible scenarios have been observed: AC*°-

ERK*°, AC™-ERK"°, AC™-ERK"™. Although the case scenario AC*°-ERK"" was not

observed in the present study, such possibility cannot be excluded on theoretical grounds
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and is likely to be observed for other ligands and/or other receptors. We and others have
previously shown that [;-adrenergic, V2-vasopressin, serotonin 5-HT,c and &-opioid
receptors ligands can act as inverse agonists on the adenylyl cyclase pathway but as
agonists for the Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK); (Baker et al., 2003b); (Audet
et al., 2005b); (Werry et al., 2005b). Similarly, Gbahou et al. (Gbahou et al., 2003b)
reported that proxyfan, a high affinity histamine H3 receptor ligand, is a partial agonist on
AC and ERK1/2 but acts as an inverse agonist for the arachidonic acid release pathway.
Although these studies introduced the concept of dual efficacy ligands, the study of several
ligands presented here clearly illustrates the pluridimensionality of ligand efficacy. In the
present study, the efficacy description relied on two signaling pathways leading to a
bidimensional representation resulting in 4 possible efficacy quadrants (Fig. 5). However,
more complete descriptions could take into account multiple possible signaling pathways
and thus could offer a theoretical representation of efficacy in “n” dimension resulting in
“2”" efficacy quadrants. In addition to define the qualitative nature of the efficacy toward
various signaling pathways, such graphical representation allows to attribute quantitative
terms to these efficacies by using the spatial coordinates of the point corresponding to a
given ligand, thus conferring a new meaning to the term efficacy. An example of how
efficacies could be reported using such a coordinate system is presented at the bottom of

Fig. 5.

The distribution of the efficacy points presented in Fig. 5, do not follow the
theoretical diagonal line predicted by a classical two-state model where the receptor is
either active or inactive for all the effectors considered. The dispersed distribution rather
supports the emerging concept that multiple discrete conformations can be active for one
pathway but inactive for another and that these conformations can be differentially
stabilized/induced by distinct ligands (for reviews see (Kenakin, 1995b); (Kenakin, 2003);
(Kenakin, 2001)). This is in line with the concept of ligand-directed stimulus trafficking

that was first introduced based on studies reporting that a given agonist can activate two
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different signaling pathways with distinct order of potency while acting on a single
receptor. Similar differences in the orders of potency were also observed in the present
study. As an example, the rank order of potency for the f;AR-modulated AC (established
independently of their efficacy; ie: combining agonists and inverse agonists) was Prop = Iso
= Lab >>> Carv = Buc whereas it was Buc > Carv = Prop = Lab >Iso for ERK1/2. The case
of isoproterenol is particularly interesting when considering that its potencies to stimulate
the two pathways are greatly different. Whereas its potency toward ERK1/2 (EC50 =
214nM) is in line with its affinity for the receptor (Ki ~450nM; see table 1) its potency to
promote AC activation is much higher (EC50 = 5.0nM, see table 4). This suggests that the
conformation stabilized/induced by isoproterenol favours the coupling to the AC signaling
pathway so that a smaller fraction of the receptor population needs to be in this active
conformation to fully activate the AC than to activate the ERK pathway. When considered
in the context of the “spare receptors” concept, the isoproterenol-promoted conformation
leads to a greater number of spare receptor for the AC than the ERK pathway.

Overall, our data are consistent with the emerging concept that different ligands can
stabilize distinct receptor conformations (Vauquelin and Van, I, 2005) that may differ in
their signaling partner preference (Kenakin, 2002b). Such behaviour can easily be
formalized using either the extended or the cubic ternary complex models of G protein
activation. Indeed, by including factors controlling the affinity of the receptor for its
cognate G protein, these models allow different ligands to induce/stabilize distinct
receptor/Gprotein affinity states (Kenakin, 2004) Given that many receptors can couple to
more than one G proteins, it can easily be envisaged that the different ligand-promoted
receptor conformations could yield differential signaling efficacies through distinct effector
systems. There is no theoretical reason to limit this conformationally-based selection to G
proteins. It could therefore be proposed that the individual conformations stabilized by each
ligand could display a specific set of affinities for the various partners involved in the
different behaviours of the receptor, including signaling via multiples effectors, receptor

phosphorylation, endocytosis and desensitization. In this context, it is not surprising that
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signaling efficacies are often found to be context dependant. Indeed, the different levels of
expression or sub-cellular distribution of specific partners among cells or tissues would be
predicted to affect the signaling profiles observed in these individual systems (Watson et
al., 2000).

The capacity of  different ligands to promote distinct conformational
rearrangements has been clearly confirmed by biophysical studies monitoring the
fluorescent properties of intra-molecular probes within purified AR (Ghanouni et al.,
2001b); (Swaminath ef al., 2005a). However, the link between the conformations stabilized
by specific ligands and their efficacy pattern toward different signaling pathways remains
to be established. Intuitively, compounds with the greatest chemical similarity would be
expected to stabilize similar conformation, thus resulting in comparable efficacy patterns.
As can be seen in table 6, this prediction appears to be born out as compounds with

identical efficacy patterns present similar chemical structures.

The comparison between B;AR and B,AR led to the observation that in addition to
their classically defined subtype-specific affinities, B-adrenergic ligands also display
subtype-specific efficacy patterns (Fig. 5). This is particularly striking when considering
labetolol. This compound binds B; and B,AR with similar affinities (Table 1) and has
similar potencies and efficacies toward the AC pathway for the two receptor subtypes (Fig.
1 and 3, and table 3 and 5). However, it is a f2AR selective ERK1/2 agonist being unable to
activate this pathway in B;AR expressing cells. This clearly indicates that subtype
specificity can not be established only on the basis of ligand binding affinities or the
relative potency determined for a single signaling pathway. To be pharmacologically
exhaustive, the receptor subtype selectivity would therefore need to be determined for each

effector system that can be engaged by the receptors considered.
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Although the complexity of signaling efficacy and selectivity can be more easily
dissected in heterologous expression systems where specific receptor expression can be
controled, efficacy profiles that differ depending of the effector systems considered have
also been observed in native environments. For instance, propranolol was found to act as an
inverse agonist toward the AC pathway while being an agonist on the ERK1/2 activity in
canine cardiomyocytes, S49 lymphoma cells and Cos cells endogenously expressing the
BAR (Azzi et al., 2003b). Similarly, proxyfan was found to be a partial agonist when
assessed in the context of H3 histamine-receptor-promoted histamine release but an inverse
agonist in a GTPYS binding assay (Gbahou et al., 2003b). These observations suggest that
the pluridimensionality of signaling efficacies observed herein is not simply an artefact of
over-expression in artificial systems but could be physiologically relevant. Additional
studies are however needed to assess the extent to which the effector-dependent signaling

efficacies will be detectable in normal and pathophysiological conditions.

It should also be noted that primary drug screenings are often carried-out using
unique cell-based assays, taking advantage of robust signals detected in heterologous
expression systems. The observation that different efficacies can be observed depending of
the signaling outcome considered has obvious implication on the conclusions that can be
drawn from such screening campaigns. On the one hand, it stresses the importance of
selecting an effector pathway that is pertinent for the pathological condition considered. On
the other hand, taking the pluridimensionality of efficacy into account, by testing the
signaling efficacies of compounds into multiple assay systems, could allow to link specific
signaling properties to given therapeutic activities or side effects, thus increasing the
chances of identifying compounds with efficacy profiles that may have better therapeutic
outcomes. A better description of the efficacy profiles for each member of a drug family
could also help understanding why individual members of a drug class sometimes have
different therapeutic indications. For example, clinical trials assessing the efficacy of B-

blockers in the treatment of congestive heart failure revealed that carvedilol, metoprolol
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and bisoprolol but not bucindolol decreased mortality and the reason for the lack of
beneficial action of bucindolol remains elusive. In fact, although carvedilol and metoprolol
are approved in many countries for the treatment of heart failure, the molecular basis of
their beneficial effects is still poorly understood. Based on the efficacy profiles determined
for two receptor subtypes and two signaling pathways, the present study did not provide a
signature that could predict efficacy in heart failure. Whether or not increasing the number
of signaling modalities measured for each compounds will allow such predictive signatures

to emerge remains to be investigated.

One of the major conclusions of the present study is that efficacy and selectivity
toward GPCRs cannot be defined based simply on a ligand/receptor couple but should also
include the effector system in its operational definition. Given the increasing number of
signaling possibilities that have recently surfaced for GPCRs, the pluridimensionality of
efficacy will certainly become more and more evident and will be integrated in our way of

thinking about drug action and classification.
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LEGENDS FOR FIGURES:

Figure 1: Profile of the different ligands on the B;AR adenylate cyclase pathway.
CAMP accumulation experiments were performed in HEKS293 cells stably expressing
BiAR. A) EC50 of compounds were obtained using increasing concentrations of ligands in
the presence (lower panel), or absence (upper panel) of 0.3 uM forskolin. B) Emax of
compounds were tested using maximal concentrations of ligands, determined from EC50
curves, with (lower panel) or without (upper panel) 0.3 uM forskolin. Data represent the
mean +/- S.E.M. of at least 3 experiments performed in triplicates. Iso, isoproterenol; Lab,
labetolol; Buc, bucindolol; Carv, carvedilol; Prop, propranolol; Met, metoprolol; Bis,

bisoprolol; At, atenolol.

Figure 2: Profile of the different ligands on the ;AR MAPK ERK1/2 pathway.
ERK1/2 phosphorylation was assessed in HEKS293 cells stably expressing B;AR.
Compounds were tested at their appropriate maximal stimulation time (4 min for
isoproterenol and 2 min for other compounds). A) Emax of compounds were obtained
using maximal ligand concentration (10 M for isoproterenol and 10”° M for other ligands).
B) EC50 of compounds were obtained using increasing concentrations of ligands. Data
represent the mean +/- S.E.M. of at least 4 experiments. Statistical significance was
determined by two-way ANOVA, followed by a Dunnett test with basal as control column.
**%5<0.001.

Figure 3: Profile of the different ligands on the B;AR adenylate cyclase pathway.
CAMP accumulation experiments were performed in HEKS293 cells stably expressing
B2AR. A) EC50 of compounds were obtained using increasing concentrations of ligands in
the presence (lower panel), or absence (upper panel) of 0.3 uM forskolin. B) Emax of

compounds were tested using maximal concentrations of ligands, determined from EC50
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curves, with (lower panel) or without (upper panel) 0.3 uM forskolin. Data represent the

mean +/- S.E.M of at least 3 experiments performed in triplicates.

Figure 4: Profile of the different ligands on the B;AR MAPK ERK1/2 pathway.

ERK1/2 phosphorylation was assessed in HEKS293 cells stably expressing B,AR.
Compounds were tested at their appropriate maximal stimulation time (1 min for
isoproterenol and 2 min for other compounds). A) Emax of compounds were obtained by
the use of a maximal ligand concentration (10° M for all compounds). Inset: Inverse
efficacy of compounds was tested in the presence of 100 ng/mL PMA, 90 s. B) EC50 of
compounds were determined using increasing concentrations of ligands. Data represent the
mean +/- S.E.M. of at least 4 experiments. Statistical significance was determined by two-
way ANOVA, followed by a Dunnett test with basal (A) or with PMA (A, inset) as control

column. ***p<0.001.

Figure §: Cartesian representation (AC pathway in abscise and MAPK ERK1/2 pathway in
ordinate) of compounds efficacy profiles and their appropriate efficacy coordinates. A)

Efficacy profile and coordinates of the compounds tested on the B;AR. B) Efficacy profile
and coordinates of the compounds tested on the B,AR. AC*°-ERK™°, compounds being
agonists on the AC and on the ERK1/2; ACi"v-ERKago, compounds being inverse agonists

on the AC and agonists on the ERK1/2; ACi'1v-ERKi'7v, compounds being inverse agonists
on the AC and on the ERK1/2; AC*#°-ERK™ compounds being agonist on the AC and

inverse agonists on the ERK1/2. Coordinates are obtained from tables 3 and 5.
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TABLES:

Table 1: Compounds tested and their relative binding affinities for the two beta-adrenergic
subtypes (data obtained from the literature)
Ki, values (nM)
(1) and (2) ['*’I]-cyanopindolol binding, (3) ['H]CGP-12177 binding

Ligand BiAR B2AR Reference
Isoproterenol 224 458 (1)
Labetolol 24 19 3)
Bucindolol 1.6 1.2 2)
Carvedilol 1.7 1.1 1)
0.81 0.96 (2)
0.24 0.19 3)
Propranolol 1.8 0.8 (1)
4.12 0.96 (2)
2.8 0.62 3)
Metoprolol 47 2960 )
Bisoprolol 22.4 1150 )
Atenolol 388 8140 (1)
396 7493 3)

(1) (Hoffmann et al., 2004); (2)(Ponicke et al., 2002); (3) (Pauwels et al., 1988)
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Table 2: EC50 on cAMP and on MAPK of compounds tested on [;AR.

Experimental data from Fig. 1A and 2B

EC50 in nM * SEM
Ligand cAMP MAPK
Isoproterenol 4.61 £2.08 2147.17 £ 1162
Labetolol 5.10+3.42 nd
Bucindolol 277 £1.16 14.25 +£9.06
Carvedilol 273.19 £212.52 74.59 % 39.90
Propranolol 33.31 +12.80 32.68 +19.02
Metoprolol 141.68 + 87.71 nd
Bisoprolol 42.26 +18.20 nd
Atenolol 312.47 £ 170.00 nd
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Table 3: Emax on cAMP and on MAPK of compounds tested on B;AR. Experimental data
from Fig. 1B and 2A.

Emax in % maximal response + SEM

Ligand cAMP MAPK
Isoproterenol 100 ¥ 100 ¥
Labetolol 33+1¥ 6.3+14"
Bucindolol 44 + 4% 255+53%
Carvedilol 35+2% 27.8+6.0"
Propranolol 32478 220+44°
Metoprolol -69+7°% 24+04"
Bisoprolol 2+78 29+1.6"
Atenolol 63+7" 54+13%

¥ expressed in percentage of isoproterenol response, ¥ expressed in percentage of forskolin

response
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Table 4: EC50 on cAMP and on MAPK of compounds tested on B,AR. Experimental data
from Fig. 3A and 4B.

EC50 in nM + SEM
Ligand cAMP MAPK
Isoproterenol 4.99 £2.08 214.21 £90.73
Labetolol 6.76 £ 3.42 11.65 +5.58
Bucindolol > 10000 0.95+0.32
Carvedilol > 10000 6.88 +£4.09
Propranolol 2.32+0.37 8.64 +2.84
Metoprolol 294.20 +95.58 nd
Bisoprolol 305.50 + 131.48 nd
Atenolol 2400.80 =+ 1342.00 nd

nd, non determined
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Table S: Emax on cAMP and on MAPK of compounds tested on ,AR. Experimental data
from Fig. 3B and 4A.

Emax in % maximal response + SEM

Ligand cAMP MAPK
Isoproterenol 100* 100 *

Labetolol 31.5+1.7°% 64.1+73%

Bucindolol 28+18" 64.8 +83%

Carvedilol 6.7+7.0" 38.12+64%

Propranolol -439+76" 406 +45*

Metoprolol -592+90" -18z0s5% /-412+115
Bisoprolol -59.4+ 120" 3.0£50% -51.6+771
Atenolol -59.5+108°% -1.7+08%  -558+098]

¥ expressed in percentage of isoproterenol response, ¥ expressed in percentage of forskolin

q .
response, ' expressed in percentage of PMA response
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Table 6: Structures of the ligands tested and their efficacy pattern towards AC and ERK1/2
pathways on the two B-adrenergic subtypes. AGO= partial or full agonist, NEUT=
considered as neutral antagonist, INV= inverse agonist. Iso, isoproterenol; Lab, labetolol;

Buc, bucindolol; Carv, carvedilol; Prop, propranolol; Met, metoprolol; Bis, bisoprolol; At,

atenolol.
BiAR B.AR
Ligand Structure AC ERK1/2 AC ERK1/2
H N
Iso He i [ AGO AGO AGO AGO
” NH CHj
HO 4
o] NH,
N
Lab CH, AGO NEUT AGO AGO
. NH ,r
OH
\
Buc e T2
) \
@N/\Q\NH N
O > AGO AGO NEUT AGO
Carv
o . N
(=00
Shy
Prop O oj\/m - INV  AGO INV  AGO

HSCYO\/\O HiC
AN O W
Bis o7 Wi em y INV NEUT INV  INV
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Fig. 2. B,AR/MAPK ERK1/2
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Fig. 4: B,AR/MAPK
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3.2 Article 2

Distinctes conformations de récepteurs et distinctes cascades de
signalisation sont impliquées dans ’activation biaisée des ligands pour la

voie MAPK par le récepteur B;-adrénergique.

Ségoléne Galandrin, Genevieve Oligny-Longpré, Céline Galés, Koji Ogawa, Héléne

Bonin et Michel Bouvier.

Comme nous I’avons vu dans I’étude précédente, différents ligands des récepteurs
BAR peuvent moduler plusieurs voies de signalisations, avec des efficacités distinctes.
Ainsi, efficacit¢ des ligands Padrénergiques doit étre considérée comme
pluridimensionnelle, & « n» dimensions, chaque dimension représentant une voie de
signalisation donnée modulée par le récepteur. Cette pluralité de D’efficacité implique
nécessairement une pluralité dans les conformations adoptées par les récepteurs BARs. Ces
derniéres années ce sujet des conformations multiples adoptées par les RCPGs a fait I’objet
d’un certain nombre d’étude (Cf Annexe I). Toutefois, peu d’informations sont présentes
sur le lien entre ces différentes conformations et les déterminants moléculaires qui sont
engagés selon ces conformations. C’est sur cette question que nous nous sommes penchés

lors de cette étude.

Nous avons tiré bénéfice des profils signalétiques obtenus dans 1’étude précédente et
avons décidé de choisir trois ligands aux profils signalétiques distincts, supposés
induire/stabiliser des conformations distinctes mais possédant en commun la capacité
d’activer la voie des ERK1/2 modulée par le B1AR bien que les effecteurs a I’origine de
cette activation soient inconnus. Comme nous I’avons vu dans la section introduction
§1.2.1.4, la modulation de la voie des MAPKs peut provenir d’un grand nombre de

déterminants moléculaires en aval du récepteur.
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Ainsi, nous avons voulu déterminer si la pluridimensionnalité de ’efficacité ainsi
que la pluralité des conformations des récepteurs pouvait aussi s’appliquer aux effecteurs

menant a une méme voie de signalisation.

Pour ce faire, nous avons tenté dans un premier temps d’examiner les déterminants
moléculaires a I’origine de la stimulation de la voie ERK1/2 par I’isoproterenol (agoniste
complet sur la voie AC et sur la voie MAPK), le bucindolol (agoniste partiel sur la voie AC
et sur la voie MAPK) et le propranolol (agoniste inverse sur la voie AC et agoniste partiel
sur la voie MAPK). Alors que les trois composés requiérent la protéine Src pour activer la
voie des MAPKs, seul I’isoprotenol requiert I’activation de la protéine Gi pour activer cette

méme voie.

En tirant profit de la technique de BRET entre le récepteur B1AR et les sous-unités
Gi et Gy, qui permet d’analyser des changements conformationnels au sein du complexe
récepteur/protéine G (Galés er al, 2006), nous avons ensuite pu observer que
I’isoproterenol sélectionne une conformation différente de celles sélectionnées par le

bucindolol et le propranolol.

En conséquence, il y a engagement d’effecteurs distincts selon les composés lors de
’activation d’une méme voie de signalisation, et ces engagements distincts ont pu étre

reliés a des conformations distinctes.

Lors de cette étude nous avons ainsi pu mettre en évidence un degré supplémentaire
dans la pluridimensionalité de Pefficacité des ligands aux RCPGs, a savoir la pluralité

d’effecteurs engagés pour la stimulation d’une méme voie de signalisation.
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ABSTRACT:

In recent years several studies have demonstrated that different ligands can have distinct
efficacy profiles towards various signaling pathways through a unique receptor. For
instance, 31-adrenergic compounds that are inverse agonists toward the adenylyl cyclase
(AC) display agonist activity for the mitogenic-activated protein kinase (MAPK) pathway.
Such phenomenon often termed functional selectivity has now been clearly established for
many G protein coupled receptors when considering distinct signaling output. However, the
possibility that ligands could selectively engage distinct effectors to activate a single
signaling output by promoting specific receptor conformations has not been extensively
examined. Here we took advantage of the fact that the AC full agonist, partial agonist and
inverse agonist isoproterenol, bucindolo! and propranolol all activate MAPK through the
B1-adrenergic receptor (B1AR) to probe such conformational-biased signaling. Although
the three compounds stimulated MAPK in a src-dependent manner, isoproterenol acted
through both GiaPy and G-protein independent pathways whereas bucindolol and
propranolol promoted MAPK activation through the G protein-independent pathway only.
The existence of such distinct signaling cascades linking B1AR to MAPK activation was
correlated with ligand-specific conformational rearrangements of receptor-G protein
complexes measured by Bioluminescence Resonance Energy Transfer. Taken together, our
data indicate that discrete local conformational changes can selectively promote the
recruitment of distinct proximal signaling partners that can engage distinct signaling output

and/or converge on the same one.
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INTRODUCTION:

G-Protein Coupled Receptors (GPCRs) represent the most prevalent class of
transmembrane signaling proteins. They can modulate a large variety of signaling systems
in order to assure a fine regulation of cell function in response to external stimuli. This
signaling diversity is achieved in part by the capacity of one receptor to couple to diverse
G-proteins and non-G protein effectors (Bockaert et al., 2004; Brady and Limbird, 2002;
Hermans, 2003). Over the past decade, many studies have demonstrated that different
subsets of these effector systems can be selectively modulated by distinct ligands through a
unique receptor, a phenomenon often referred to as ligand-biased signaling (Galandrin et
al., 2007; Kenakin, 2007). Hence, efficacy of GPCR ligands is increasingly considered as a
pluridimensional parameter that should include in its definition, in addition to the ligand-

receptor pair, the signaling pathways considered.

Characterizing a panel of B-adrenergic ligands for their efficacy profiles towards two of the
Bl-adrenergic receptor (B1AR)-stimulated signaling pathways, adenylyl cyclase pathway
(AC) and the Mitogen Activated Protein Kinase Pathway (MAPK), we found that
compounds displaying opposite efficacy toward AC shared common agonistic activity for
MAPK. Indeed, isoproterenol, bucindolol and propranolol that are respectively full agonist,
partial agonist and inverse agonists for AC were found to act as agonists for the extra-
cellular regulated kinases1/2 (ERK1/2) (Galandrin and Bouvier, 2006). The inverse
efficacy of propranolol compared to bucindolol and isoproterenol for B1 AR-stimulated AC
clearly reveals the ability of the compounds to promote distinct receptor conformations.
Since the three compounds activate MAPK, the data indicate that distinct receptor

conformation can converge on the stimulation of a single down-stream effector system.

Multiple pathways have been shown to link GPCR to MAPK activation. Some of these

involve the generation of second messengers resulting from classical G protein activation
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whereas others rely on the scaffolding properties of proteins such as Barrestin (Luttrell,
2003; Marinissen and Gutkind, 2001; Wetzker and Bohmer, 2003). However, the
correlation between the signaling cascades leading to MAPK and specific receptor
conformation that can be promoted by different ligands has not been established yet. We
therefore took advantage of the fact that isoproterenol- bucindolol- and propranolol-
promoted receptor conformations converged on ERK1/2 stimulation to link receptor
conformations to specific effector cascades. For this purpose, the pathways leading to the
B1AR-mediated activation of ERK1/2 were investigated for the three ligands while the
conformations of the liganded receptor were assessed by bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) measurements monitoring structural rearrangements within receptor-G
protein complexes. We report that isoproterenol stimulated ERK1/2 through both Gi-
dependent and G protein-independent mechanisms whereas bucidolol and propranolol
engaged MAPK only via the G protein-independent pathway. Interestingly, the distinct
signaling pattern of isoproterenol was associated to a unique conformational signature of
the receptor-G protein complex confirming that distinct ligands can select different

signaling cascades by promoting discrete conformational rearrangements
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MATERIALS AND METHODS:

Reagents: (-) Isoproterenol, DL-Propranolol, Leu-Enkephalin and arginine-8 vasopressin
(AVP) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) while bucindolol was a
generous gift from Dr. Michael Bristow (University of Colorado Health Sciences Center,
CO). Recombinant Human epidermal Growth factor (EGF) was from PeproTech Inc.
(Rocky Hill, NJ). Cholera Toxin B subunit (CTX) and Pertussis Toxin (PTX) were from
Sigma Aldrich (St Louis, MO). Inhibitors PP2 and PD98059 were from Calbiochem (San
Diego, CA). Mouse anti-phosphorylated ERK1/2, rabbit anti-ERK1/2 and anti-Barrestin2
(H9) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Antibody
recognizing the phosphor-(Ser/Thr) protein kinase A (PKA) substrate was purchased from
Cell Signaling Technology (Danvers, MA). HRP-anti-mouse and HRP-anti-rabbit
polyclonal antibodies were from Amersham (Baie d’Urfé, QC, CA)). All other reagents

were of analytical grade and obtained from various suppliers.

Expression vectors: The plasmid encoding rat ERK2-GFP (DeFea et al., 2000b) and the B-
adrenergic receptor kinase (BARK) carboxyl terminal (C)-tail conjugated to the extra-
cellular and transmembrane domain of the CD8 protein (T8BARKctail) (Crespo et al.,
1995) were a generous gift from K. DeFea (University of California Riverside, La Jolla,
CA) and J. S. Gutkind (National Institutes of Health, Bethesda) respectively. Plasmid
encoding BArrestinl deleted in its (C)-tail from amino acid 319 to amino acid 418 (B-Arr
A318-419) was generously provided by Jeff L. Benovic (Thomas Jefferson University,
Philadelphia, PA). Plasmids encoding the B1 adrenergic receptor fused to its C-terminus
with humanized Renillia Luciferase (B1AR-hRLuc) or the blue variant of GFP (B1AR-
GFP10) were described previously (Mercier et al., 2002). The expression vectors
containing human G protein subunits (Gail, Gy2 and GB1) were obtained from UMR
cDNA resource center (Rolla, MO). Plasmids encoding Gy2 fused at its N-terminus to
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GFP10 (GFP10-Gy2) or Gail tagged with hRLuc inserted between residues L91 and K92
(Gail-91hRLuc), were previously described (Gales et al., 2006).

Stables cell lines and transfections: HEK293S cells (Reeves et al., 1996) stably expressing
the HA tagged human B1AR, the human &-opioid receptor tagged with FLAG (80R) or the
myc tagged V2 vasopressin receptor (V2R) were previously described (Charest et al., 2007,
Galandrin and Bouvier, 2006; Petaja-Repo et al., 2000). Cells were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 5%FBS, 100U/mL Penicillin and
Streptomycin, 2mM L-Glutamine and 200pg/ml G418, in a 37°C humidified 5% CO2
atmosphere. For all BRET experiments, HEK293 cells were transiently transfected with the
indicated BRET partners (tagged-receptor and -G protein subunits) along with the
complementary untagged G protein subunits, so to maintain the stoechiometric expression
of the GailB1Y2 heterotrimer. For ERK phosphorylation assays, cells were transfected in 6
wells plates and harvested 48h after transfection. In all cases, transient transfections were
performed using the FUGENE 6 Transfection reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)
according to the manufacturer’s protocol. The previously described siRNAs for Barrestin 1
and 2 (Ahn et al., 2003) were purchased from QIAGEN and transfected at 400nm final
(300nM Barrestin 1 siRNA and 100 nM Parrestin 2 siRNA) using the RNAiFect

transfection Reagent (QIAGEN), according to the manucfacturer’s protocol.

Quantification of cAMP accumulation: Agonist induced cAMP accumulation was measured
as previously described (Galandrin and Bouvier, 2006). Cells were grown in 60mm dishes
and incubated for 16h in DMEM, with or without 300ng/mL CTX, when indicated. The day
of the experiment, cells were resuspended in PBS/0.1%Glucose/ImM IBMX and treated
for 20 minutes at 37°C with the indicated drugs. Propranolol was tested in the presence of

0.3 uM forskolin to increase the window of inhibition, since it has been describe as an
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inverse agonist. Following drug treatment, cells were immediately lysed and cAMP levels
were measured using the Catch Point cAMP Kit (Molecular Device, Sunnyvale, CA)
according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, cells lysates were incubated in
384-well plates coated with anti-cAMP antibodies in the presence of known amounts of
HRP-cAMP. cAMP from cell lysates was allowed to compete with the HRP-cAMP for 2
hours and the remaining peroxidase activity was measured following 3 washes. The cAMP
generated under the different conditions was interpolated from a cAMP standard curve
generated in parallel for each experiment. Triplicates were used for each condition, and all

experiments were repeated at least 3 times.

Western blotting: Cells expressing B1AR, dOR or V2R were seeded in poly-D-lysine-
coated six-well plates. The day after, cells were washed once with PBS and rendered
quiescent by serum starvation for sixteen hours. Cells (~80% confluency) were then
stimulated at 37°C with conditions corresponding to the maximal stimulation response
obtained from time course and dose response experiments: 4 min. with 10uM isoproterenol,
2 min. with 10uM bucindolol or propranolol, 5 min. with AVP 1uM, 5 min. with 1uM
Leu-Enkephalin, or 10 min. with Ing/mL EGF. To terminate the stimulation, the media was
rapidly removed and cells were placed on ice and washed with ice-cold PBS before being
lysed using 100ul/well of Laemmli sample buffer (62.5mM TrisHCl, 2% SDS, 10%
Glycerol, 50mM DTT, 0.1% Bromophenol Blue, pH 6.8). Whole cell lysates were
sonicated, resolved by SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose. The blots were then
blocked at room temperature for 1 hour with TBS-T buffer (50mM Tris, pH7.4, 150mM
NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20)/5% fat-free milk. Phospho-ERK1/2 or ERK2-GFP were
detected using mouse polyclonal anti-phospho p42/p44 ERK specific antibody (1:3000,
over-night at 4°C in TBS-T/5% fat-free milk). The immunoreactivity was revealed using a
secondary HRP-conjugated anti-mouse antibody (1:10000, 1 hour at room temperature in

TBS-T/5% fat-free milk) and the peroxidase activity detected by chemiluminescence (NEN
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Life Science Products). Blots were stripped and re-probed for total ERK using rabbit
polyclonal anti-ERK1/2 antibody (1:25000, 1 hour at room temperature in TBS-T, 5% fat-
free milk) followed by HRP-anti-rabbit antibody (1:20000, 1 hour at room temperature in
TBS-T/5% fat-free milk). Films were scanned, and band intensities were quantified using
Quantity One (Bio-Rad) software. ERK1/2 or ERK2-GFP phosphorylation was normalised
according to the loading of proteins by expressing the data as a ratio of P-ERK1/2 or P-
ERK2GFP over total ERK1/2 or ERK2-GFP, respectively. Phosphorylation of PKA
substrates was revealed using a rabbit polyclonal anti-P-SPKA antibody, detecting proteins
containing a phosphor-Ser/Thr residue with arginine at the minus 3 position (1:1000, over-
night at 4°C in TBS-T, 5% BSA), followed by anti-rabbit HRP conjugated IgG (1:10000, 1
hour at room temperature in TBS-T/5% fat-free milk). Detection of Parrestin 1 and 2 was
achieved using the mouse monoclonal anti-Barrestin2 (H9) antibody, which recognizes both
Barrestin isoforms (1:1000, over-night at 4°C in TBS-T/0.5% fat-free milk), followed by
anti-mouse HRP-conjugated IgG (1:5000, 1 hour at room temperature in TBS-T/0.5% fat-

free milk).

Bioluminescence resonance energy transfer measurement: Rluc- and GFP10-tagged
receptor or G protein constructs were transiently transfected into HEK293 cells. Forty-eight
hours after transfection, cells were washed twice with PBS, detached with PBS/5 mM
EDTA and resuspended in PBS/0.1% (w/v) glucose at room temperature. Cells were then
distributed (50 pg of protein per well) in a 96-well microplate (Optiplate, PerkinElmer,
Lifescience) and incubated in the presence or absence of the different ligands for 1 min.
BRET? between Rluc and GFP10 was measured after the addition of the Rluc substrate
DeepBlueC coelenterazine (5 pM) (PerkinElmer, Lifescience). BRET? readings were
collected using a modified top-count apparatus (TopCount NXT, Packard Bioscience) that
allows sequential integration of signals detected in the 370-450 nm and 500-530 nm

windows, using filters with the appropriate band pass (Chroma). The BRET? signal was
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calculated as the ratio of the light emitted by GFP10 (510-550 nm) over the light emitted by
Rluc (460-500 nm).

Statistical analysis
Statistical analysis and curve fitting were done using Prism 2.01 (GraphPad, San Diego,
CA). Statistical significance of the differences was assessed using one-way ANOVA and

post-hoc Bonferonni test. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.
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RESULTS:

Ligand profiles

HEK293 cells stably expressing the human B1AR were generated as previously described
(Galandrin and Bouvier, 2006). The ability of the three selected compounds to modulate the
adenylate cyclase (AC) and ERK1/2 pathways was first assessed in order to confirm their
reported activity towards those two signalling pathways. As reported previously (Galandrin
and Bouvier, 2006), isoproterenol is an efficacious agonist towards AC whereas bucindolol
behaves as a partial agonist, reaching approximately one third of the maximal
isoproterenol-promoted response (Fig. 1A). Propranolol for its part acted as an inverse
agonist leading to an inhibition of the forskolin-induced cAMP accumulation, (Fig. 1B).
These compounds were next evaluated in the same cells on the ERK1/2 pathway. As shown
in figure 1C, the three compounds promoted ERK1/2 activation, isoproterenol being the
most efficacious ligand, bucindolol and propranolol acting as equivalent partial agonists.
Thus, two efficacy profiles could be distinguished. Isoproterenol and bucindolol behaved as
agonist for the two signaling pathways whereas propranolol displayed an opposite efficacy
profile being an inverse agonist for the AC pathway but a partial agonist in stimulating
ERK1/2 phosphorylation. No response were observed for any of the three compounds in
untransfected HEK293 cells confirming that the ligand-promoted AC and ERK modulation
are Bl AR-mediated (data not shown). The distinct efficacy profiles observed for the two
pathways are not an idiosyncrasy of the cell line selected since similar results were obtained

in cells transiently expressing the f1AR.

Involvement of heterotrimeric G-proteins
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To determine whether three compounds displaying distinct efficacies toward AC (full
agonist: isoproterenol, partial agonist: bucindolol, inverse agonist: propranolol) can engage
distinct ERK1/2 activation mechanisms, the effector systems specifically stimulated by the
ligand-bound receptor for the activation of the MAPK pathway were investigated. The
potential implication of Go proteins was first examined. To test the role of Gas, we
subjected HEK293 cells stably expressing the human B1AR to a sustained treatment with
CTX, an approach that was previously described to down-regulate Gas in HEK293 cells
(Charest et al., 2007; Seidel et al., 1999). The CTX-promoted knock-down of Gas was
confirmed by the observed inhibition of isoproterenol-induced cAMP accumulation and
PKA-substrates phosphorylation (Fig. 2, inset). ERK1/2 phosphorylation stimulated by
isoproterenol, propranolol and bucindolol remained unaffected by the CTX-promoted
knockdown of Gas (Fig. 2), indicating that Gas engagement is not necessary for ERK1/2

activation by any of the ligands.

Since several Gas-coupled receptors, notably the B1- and B2AR, were shown to promote
ERK1/2 activation through a switch of coupling from Gas to Gai (Daaka et al., 1997,
Martin et al.,, 2004), the contribution of Gai to the isoproterenol, bucindolol and
propanolol-promoted ERK1/2 activation was evaluated. The selective inhibition of Gi/o
signaling by PTX treatment partially blocked the isoproterenol-mediated ERK1/2 activation
but did not affect either bucindolol- or propranolol-stimulated ERK1/2 activity.
Interestingly, the inhibition of isoproterenol-stimulated ERK1/2 phosphorylation by the
PTX treatment was not complete, leaving 30% of the response unaffected (Fig. 3A). This
residual response did not result from an incomplete inhibition of Gi since the same PTX
treatment fully blocked Leu-Enkephalin-promoted MAPK stimulation through the Gai
coupled 60OR (Fig. 3A, inset). These results suggest that isoproterenol relies on Gai protein

to promote ERK1/2 activation whereas bucindolol and propanolol do not.
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The Gai contribution to isoproterenol-but not bucindolol- or propranolol-stimulated
ERK1/2 activation was confirmed by directly assessing the ability of the compounds to
activate Gai. For that purpose, we took advantage of a BRET-based assay monitoring the
interaction between Gail-hRluc and GFP10-Gy2 fusion proteins, a BRET pair that was
previously shown to reflect G-protein activation. (Gales et al., 2005; Gales et al., 2006). As
shown in Figure 3B, stimulation of 1 AR with isoproterenol lead to a decrease in BRET
between Gail-hRluc and GFP10-Gy2, reflecting a separation between Gail and Gfy
subunits that is characteristic of G protein activation. In contrast, no BRET signal
modulation was observed when cells were stimulated with bucindolol or propranolol,

suggesting that these two compounds are unable to promote Gail activation.

Since Go and Gy protein subunits are known to engage distinct effectors to activate
MAPK (Crespo et al., 1994; Neves et al., 2002), the potential role of GBy in the
isoproterenol, bucindolol and propanolol-mediated ERK1/2 activation was also evaluated.
For this purpose, we took advantage of the previously described Gfy-scavenger consisting
of the C-tail of GRK2 (BARK) conjugated to the extra-cellular and trans-membrane
domains of the CD8 protein that provides a membrane anchor for BARK's C-tail
(T8BARKCctail) (Crespo et al., 1995). Expression of this scavenger of Gy significantly
inhibited isoproterenol-stimulated ERK1/2 activity but did not affect bucindolol or
propranolol activation of ERK1/2 (Fig. 4A). Interestingly, the GPy sequestration led to a
partial blockade of the isoproterenol-stimulated ERK1/2 response that was of the same
magnitude as the one observed following PTX treatment. Since PTX treatment inactivates
both Gai and Gy, the similar level of inhibition observed following PTX treatment or
T8BARKCctail expression indicates a major contribution of the Gfy subunits originating
from Gi in the isoproterenol-stimulated MAPK activation. The persistence of some ERK1/2
activity following Gai/GPBy inactivation suggests the contribution of a Gi independent
component to the isoproterenol-stimulated response. As shown in Figure 4B, the maximal

ERK1/2 stimulation induced by isoproterenol in the absence of PTX was reached after 4
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minutes whereas bucindolol and propanolol’s maximal response peaked at 2 minutes.
Removal of the Gi component by PTX shifted the time course of the isoproterenol-
stimulated ERK1/2 response so that it became similar to the kinetic profiles observed for
bucindolol and propranolol. These data indicate that two kinetically distinct components
contribute to the isoproterenol-stimulated response: a late component (peaking at 4 min)
that most likely reflects the Gi-dependent response and a more rapid Gi-independent phase

(peaking at two minutes) that may also be shared by bucindolol and propranolol.

Involvement of the scaffolding protein p-Arrestin:

In addition to their role in receptor desensitization and internalization, B-arrestins are now
known to scaffold members of the MAPK signaling cascade and to contribute to some
GPCR-mediated MAPK activation (DeFea et al., 2000a; Luttrell et al., 1999; Luttrell et al.,
2001; McDonald et al., 2000; Miller et al., 2000). Hence, to test their involvement in
isoproterenol-, bucindolol- and propranolol-induced ERK1/2 stimulation, we used a C-tail
truncated form of B-arrestin 1 (B-Arr A318-419) as a dominant negative for B-arrestin.
Over-expression of this construct in cells stably expressing the V2 vasopressin receptor
(V2R), a receptor that was described to activate ERK1/2 via B-arrestin, (Charest et al.,
2007), significantly decreased the AVP-induced ERK1/2 stimulation (Fig. 5A, inset),
confirming the dominant negative activity of B-Arr A318-419. However, using the same
conditions, ERK1/2 response induced by isoproterenol, bucindolol and propranolol were
not affected by the Parrestin dominant negative mutant (Fig. 5A). The lack of involvement
of Parrestin in the PBlAR-stimulated ERK1/2 response was further confirmed by the
observation that intracellular depletion of both Barrestin isoforms (Fig. 5B, inset) using
siRNAs did not inhibit ERK1/2 phosphorylation promoted by the three ligands. Of notice,

both siRNA and dominant-negative approaches targeting Barrestins led to a potentiation of
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the B1AR-promoted MAPK response that most likely results from an increased receptor

cell surface density as a consequence of a blunted Barrestin-mediated endocytosis.

Involvement of the Src and MEK Kinases:

Since several studies documented the role of Src Tyrosine Kinase proteins in GPCR-
mediated MAPK activation (Cao et al., 2000; Charest et al., 2007; DeFea et al., 2000a;
Luttrell et al., 1999), we sought to determine whether this cytosolic kinase family was
involved in B1AR-mediated ERK1/2 activation induced by isoproterenol, bucindolol and
propanolol. For that purpose, we assessed the effect of Src family proteins tyrosine kinase
inhibition  using  the  selective  inhibitor, = 4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(z-
butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2). As shown in Figure 6A, such treatment almost
completely blocked isoproterenol-, bucindolol- and propranolol-stimulated ERK1/2
activity, suggesting that Src plays a key role in the MAPK signaling cascades promoted by
the three compounds. In the case of isoproterenol, the extensive inhibition of ERK1/2
activation upon PP2 treatment indicates that Src is involved in both Gi-dependent and -
independent PBl1AR-mediated MAPK stimulation. Similarly, the inhibition of the
penultimate kinase involved in the prototypical ERK1/2 signaling cascade, MEK,
completely blocked the response promoted by the three ligands (Fig. 6B), suggesting the

convergence of the Gi-dependent and —independent pathways.

Linking receptor conformational changes to signaling efficacy.

The above data indicate that in addition to have different efficacy profiles toward AC and

MAPK pathways, isoproterenol, bucindolol and propranolol also differ in their ability to
engage Gi, the MAPK activation being partially Gi dependent for isoproterenol but Gi-
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independent for bucindolol and propranolol. Such ligand-selective behavior, variously refer
to as “ligand directed trafficking of receptor stimulus”, “collateral efficacy”, “ligand-biased
signaling” or “functional selectivity”, is believed to originate from distinct ligand-promoted
conformational reorganization of the receptor (Galandrin et al., 2007). To directly probe the
link between the conformations and the functional selectivity promoted by the three ligands
we took advantage of a BRET-based assay to monitor structural rearrangement within
receptor/G protein complex (Gales et al., 2006). This receptor/G protein BRET-sensor was
previously demonstrated to reflect ligand-induced conformational rearrangements leading
to changes in the distance between the receptor carboxyl tail and either Ga or Gy. As shown
in Figure 7A, stimulation of the f1AR with isoproterenol increased the BRET between
B1AR-hRLuc and GFP10-Gy2 whereas bucindolol and propranolol both decreased the
BRET signal between these two partners. Similar results where obtained when BRET was
measured between Gail-#RLuc and B1AR-GFP10 (Fig. 7B) indicating that isoproterenol

promoted a conformational state of the B1 receptor that is distinct from those induced by

bucindolol and propranolol.
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DISCUSSION:

The three BAR ligands tested in the present study displayed distinct efficacy profiles toward
AC and MAPK, confirming the existence of functional selectivity for PIAR ligands
(Galandrin and Bouvier, 2006). Indeed, whereas isoproterenol, bucindolol and propranolol
behaved as full, partial and inverse agonists respectively on AC, the three compounds are
agonists on MAPK. An additional level of selectivity was revealed when the signaling
cascade leading to ERK1/2 activation were examined. The partial agonists bucindolol and
propranolol activated ERK1/2 in a Gi-independent manner while both Gi-dependent and -
independent pathways contributed to the isoproterenol-stimulated response indicating that
different ligands can recruit distinct subsets of signalling effectors to activate a single
pathway. This is reminiscent of few other cases where distinct effectors were selectively
engaged by different ligand/receptor pairs to stimulate a common downstream signaling
integrator. For example, whereas PTH1-34 was found to activate MAPK through
stimulation of both Gs and B-arrestin, PTH7-34 and PTHrpl-36 were able to selectively
engage either B-arrestin (PTH7-34) or the G protein (PTHrp1-36) leading in each case to
the activation of ERK1/2 (Gesty-Palmer et al., 2006). Similarly, although binding of
angiotensin-II (Ang-II) to its type 1 receptor (AT1R) was shown to engage both Gq and B-
arrestin, a synthetic Ang-II analog stimulated MAPK in an exclusively B-arrestin-dependent
manner (Wei et al., 2003). The assessment in the present study of two signaling responses
(ie : AC and MAPK) allowed to further refine the level of selectivity by distinguishing two
compounds that share the same Gi-independent MAPK signaling signature (bucindolol and
propranolol) but have opposite efficacies (ie: agonist vs inverse agonist) when considering
AC activity. These data therefore indicate that distinct receptor conformations that
converge to activate one signaling cascade can diverge in their ability to regulate another
pathway. This is consistent with the notion that multiple receptor conformational states

with distinct signaling potentialities can be promoted by different ligands.
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Although several studies have shown that ERK1/2 activation can lie downstream of AC
stimulation (Grewal et al., 2000; Vossler et al., 1997), our results clearly indicate that the
two pathways can be independently regulated. Indeed, even though isoproterenol and
bucindolol are agonists for the two signaling systems, their ability to activate ERK1/2 was
found to be independent of their positive coupling to Gs and cAMP generation, as
illustrated by the lack of inhibitory effect of chronic CTX treatment. This independence of
the ERK1/2 activation from the cAMP signaling arm is further substantiated by the fact that
propranolol, which act as an inverse agonist for AC, stimulated the ERK1/2 activity to the
same extent than the partial agonist bucindolol. Of notice, inactivation of Gs following
chronic CTX treatment tended to potentiate isoproterenol-stimulated ERK1/2
phosphorylation, indicating a potential inhibitory role of cAMP on the MAPK pathway.
Although, as indicated above, cAMP production and PKA stimulation can contribute to
ERK1/2 activity in cell expressing B-Raf, AC and PKA activation have also been shown to
inhibit ERK1/2 posphorylation (Charest et al., 2007; Cook and McCormick, 1993; Crespo
et al., 1995; Houslay and Kolch, 2000; Wu et al., 1993). Such inhibitory effect has been
proposed to result from the phosphorylation and inhibition of the widely expressed c-Raf-1
(Houslay and Kolch, 2000; Mischak et al., 1996) and could account for the observed
tendency of Gs inactivation to potentiate isoproterenol-stimulated ERK1/2 stimulation. In
any case, the observation that propranolol act as an inverse agonist for AC but a partial
agonist for ERK1/2 activities clearly demonstrate the occurrence of functional ligand

selectivity at the B1AR.

Functional selectivity was also revealed by the distinct cascades involved in ERK1/2
activation by the three p-adrenergic ligands. Indeed, inactivation of Gi by PTX treatment
partially inhibited isoproterenol- but not bucindolol or propranolol-stimulated ERK1/2.
Such ligand-specific sensitivity to chemical Gi knock-down suggests that only
isoproterenol can induce B1AR coupling to Gi. This differential involvement of Gi in the

B1AR-stimulated ERK1/2 cascades was further confirmed by the observation that
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isoproterenol but not bucindolol or propranolol promoted Gi activation as reflected by the
increase in the BRET signal detected between Gail and Gy2. The involvement of Gi in the
isoproterenol-stimulated ERK1/2 activation has previously been proposed for the B1AR in
CHO cells (Martin et al., 2004). In that study, the authors suggested that the Gi contribution
involved a switch of coupling from Gi to Gs that resulted from PKA-mediated
phopshorylation of the receptor. Such mechanism implies that activation of Gs and cAMP
production is a prerequisite to Gi coupling. The observation in the present study that CTX-
mediated knock-down of Gs did not inhibit the isoproterenol-stimulated ERK1/2 activation
suggest either that such PKA-mediated coupling switch is not operational in the HEK293
cells investigated in the present study or else that this mechanism is masked by opposite
actions of cAMP. The possible inhibitory influence of the cAMP on the ERK1/2 activity
discussed above could indeed counteract the positive action that the cAMP/PKA-promoted

coupling switch could have on the ERK1/2 activity.

As is often the case for Gi-dependent activation of ERK1/2 (Bunemann et al., 2003; Crespo
et al.,, 1994; Della Rocca et al.,, 1997; Gales et al., 2006; Koch et al., 1994, the
isoproterenol-stimulated MAPK activation involves GBy as indicated by the inhibitory
action of the GBy scavenger, BARKctail. Given that chronic CTX treatment should inhibit
GPy activation arising from Gas stimulation, the lack of CTX inhibitory effect on the
isoproterenol-stimulated ERK 1/2 activity suggests that GBy originating from Gi but not Gs
account for the MAPK activation. Although the mechanisms underlying such specific Ga-
directed Gy signaling remains elusive, the observation is consistent with the emerging
concept that Gai and GPy may not fully dissociate upon activation {Gales, 2005 #16;
Nobles et al., 2005).

As indicated above, among the 3 ligands tested, only isoproterenol led to ERK1/2
activation through the engagement of both Gi-dependent and independent pathways.

Interestingly, these two pathways as is the case for the bucindolol- and propranolol- require
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the activation of Src tyrosine kinases for the ERK1/2 response, indicating a convergence of
all cascades on a single integrator. Having several distinct cascades converging on the
MAPK rather than a single one could have many important biological implications. For one
thing, the existence of more than one pathway regulating a common cell signal generates
additional intermediates that offer more control and check points to fine tune the response.
Obvious consequences of such signaling convergence include changes in the intensity and
spatio-temporal characteristic of the response. For instance, the greater maximal ERK1/2
response observed for isoproterenol as compared to bucindolol and propranolol could
reflect the convergence of the Gi dependent and independent pathways. This hypothesis is
supported by the observation that PTX-mediated inactivation of Gi blunted the
isoproterenol-stimulated response to a level equivalent to that reached upon bucindolol and
propranolol stimulation. Removing the Gi component also affected the kinetic of the
isoproterenol-mediated response, consistently shifting the peak stimulation from 4 to 2
minutes. It follows that the time course and amplitude of the isoproterenol-stimulated
response upon Gi inactivation becomes almost identical to those observed for bucindolol
and propranolol indicating that the Gi-independent component engaged by the three ligands
may involve a common pathway. Although the downstream consequences of the
differences in MAPK activation kinetics were not investigated in the present study,
different temporal patterns of ERK1/2 activation have previously been suggested to have
distinct consequences on gene regulation and cell proliferation (Balmanno and Cook, 1999;
Cook and McCormick, 1996; Meloche et al., 1992). Whether the relatively modest time
course difference observed between the isoproterenol and the bucindolol or propranolol
responses could impact qualitatively or quantitatively on the biological outcomes
downstream of MAPK remains to be investigated. Multi-component kinetics of GPCR-
promoted ERK1/2 activation have previously been reported for several receptors including
Parathyroid hormone receptor, B2-adrenergic receptor and Angiotensin II receptor (Ahn et
al., 2004; Gesty-Palmer et al., 2006; Shenoy et al., 2006). In these studies, the early

activation phase has been attributed to G protein-dependent pathways whereas Parrestins
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contribution has been linked to the late phase. However, the kinetics observed for those
receptors were different from the one detected herein for the B1AR, the late phase peaking
at much longer times than 4 minutes. Consistent with this difference, a Barrestin dominant
negative mutant and cellular depletion of Parrestins by siRNAs failed to inhibit the
isopoterenol-, bucindolol- and propranolol-stimulated ERK1/2 indicating that Barrestin is
not involved in the Bl1AR-promoted MAPK activation. This may not be surprising given
the lower affinity of Parrestins for the B1AR compared to the B2AR which is known to
activate ERK1/2 partly through Parrestin engagement (Azzi et al., 2003; Shenoy et al.,
2006). The phase peaking at 4 minutes in our study was found to be Gi-dependent and
most-likely corresponds to the G protein-dependent early phase observed in previous
studies. Our results thus reveal the existence of an even earlier phase (peaking at 2 minutes)
which is independent of both G proteins and Parrestin. This does not rule out the possibility
that B1AR could engage Parrestin-dependent ERK1/2 activation upon activation by
different ligands. Indeed, in a recent study, Noma et al. (Noma et al., 2007) reported that
the selective B1AR agonist dobutamine can activate ERK1/2 in a Parrestin dependent

manner further supporting the notion of ligand directed signaling.

Taken together our results clearly demonstrate the occurrence of functional selectivity of
the Bl1AR/ligand pairs not only towards the two signaling outputs studied (ie: AC and
MAPK) but also between to distinct pathways converging on the same ouput (ie: MAPK).
This implies that several distinct receptor conformations can be selectively promoted by the
different ligand used. In line with this notion, BRET measured between the carboxyl tail of
the B1AR and either Gail or Gy2 revealed distinct conformational rearrangements of the
receptor/G protein complex upon activation with the different ligands. Indeed the
conformational rearrangement induced by isoproterenol could be readily distinguished from
those promoted by either bucindolol or propranolol, the orientation of the BRET changes
being opposite. Previous biophysical studies monitoring the fluorescent properties of

intramolecular probes within purified receptors had already demonstrated that different
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ligands can induce distinct conformations of the receptor (Ghanouni et al., 2001,
Swaminath et al., 2005). Our findings extend such observation to living cells and start
establishing correlation between specific conformational changes promoted by ligands and

their ability to selectively engage distinct signaling pathways.

However, not all distinct conformational changes could be detected by the BRET biosensor
used. Indeed, given that bucindolol and propranolol have opposite efficacy toward AC
(being partial agonist and inverse agonist respectively), they are bound to promote distinct
structural rearrangements of the receptor. Yet, this difference could not be detected, both
ligands promoting a decrease in BRET between the receptor and the G protein subunits.
This is not surprising when considering that BRET can only monitor the changes in
distance between two specific points in the complex. Thus, the lack of difference in the
ligand-promoted BRET changes only indicate that local conformational changes maybe
shared by the ligands but does not allow to rule out the occurrence of different
conformational rearrangement in spatially distinct domains of the receptor. The notion that
subsets of discrete local conformational changes underlie the signaling profiles favoured by
different ligands suggest that biosensors monitoring structural rearrangements from
multiple view points should allow to precisely link specific local receptor conformations to

a given signaling pathway.
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FIGURES LEGENDS:

Figure 1:

Profile of the different ligands on the B1AR adenylate cyclase and ERK1/2 pathways.
cAMP accumulation experiments were performed in HEK293 cells stably expressing
BiAR. Emax were tested using 10uM of the indicated ligands, without (A) or with (B) 0,3
uM of forskolin. Data represent the mean + S.E. of at least 3 experiments performed in
triplicates. (C) Serum-starved HEK293 cells stably expressing B1AR were stimulated at
37°C with 10uM of either isoproterenol (4 min), propranolol or bucindolol (2 min). Cells
were then lysed in Laemmli sample buffer, subjected to SDS-PAGE and MAPK activity
was detected by western blot using a phospho-specific anti-ERK1/2 antibody (p-ERK).
Expression level of ERK1/2 was controlled using an antibody directed against the total
kinase population (data not shown) and data expressed as a % pERK/ERK of the level
observed in isoproterenol stimulated conditions. Data represent the mean + S.E. of at least

three independent experiments.

Figure 2:

Gas is not involved in the ERK1/2 signaling cascades promoted by the three ligands.
Serum-starved HEK293 cells stably expressing B1AR were pretreated or not with Cholera
Toxin (CTX, 300ng/mL) 16h, prior to stimulation at 37°C with 10uM of either
isoproterenol (4 min), propranolol or bucindolol (2 min). ERK1/2 phosphorylation was
detected and quantified as described in Fig.1C. Inset, Isoproterenol-induced cAMP
production (top) and PKA substrates phosphorylation (bottom). Data represent the mean +

S.E. of at least three independent experiments.

Figure 3:
Gi engagement is required for isoproterenol- but not bucindolol- and propranolol-

stimulated ERK1/2 activity. (A) Serum-starved HEK293 cells stably expressing f1AR or
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the Gopioid receptor (inset) were pretreated or not with Pertussis Toxin (PTX, 100ng/mL)
16h, prior to stimulation at 37°C with 10uM of either isoproterenol (4 min), propranolol or
bucindolol (2 min), or Leu-Enkephalin (5 min). (B) BRET was measured in cells co-
expressing Gail-91hRluc and GFP10-Gy2, in the presence of untagged B1AR and
stimulated or not with 10 pM of either isoproterenol (Iso), bucindolol (Buc) or propranol
(Prop). Results are expressed as the difference in the BRET signal measured in the presence
and the absence of the indicated ligands. Data represent the mean + S.E. of at least three

independent experiments.

Figure 4:

GPy engagement is required for isoproterenol- but not bucindolol- and propranolol-
stimulated ERK1/2 activity (A) Cells stably expressing B1AR were co-transfected with
eGFP-ERK2 and either CD8-GRK2Ctail (the dominant negative of GRy, +) or pcDNA3.1
(-), and serum-starved prior to activation at 37°C with 10uM of either isoproterenol (4min),
propranolol or bucindolol (2 min). Expression of total and phosphorylated eGFP-ERK2
were detected and data expressed as a % eGFP-pERK/eGFP-ERK of the level observed in
isoproterenol stimulated conditions (B) Serum-starved HEK293 cells stably expressing
BIAR were pretreated or not with Pertussis Toxin (PTX, 100ng/mL) 16h prior to
stimulation at 37°C with 10uM of either isoproterenol, propranolol or bucindolol for the

indicated time. Data represent the mean +/- S.E. of at least three independent experiments.

Figure 5:

B-arrestin is not involved in the ERK1/2 signaling cascades promoted by the three ligands.
(A) Cells stably expressing the B1AR or the V2R (inset) were co-transfected with eGFP-
ERK2 and either B-Arrestinl A318-419 (+) or pcDNA3.1 (), and serum-starved prior to
stimulation at 37°C with 10uM of either isoproterenol (4min), propranolol or bucindolol (2
min). (B) HEK 293 cells stably expressing f1AR were transfected with siRNAs targeting

both Barrestin isoforms or nonspecific siRNA (-), and serum-starved prior to stimulation at
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37°C with 10uM of either isoproterenol, propranolol or bucindolol. Barrestin knock-down
was assessed by subjecting cell lysates to western blot using the anti-Barrestin2 (H9)

antibody recognizing both Parrestin isoforms (inset). Data represent the mean + S.E. of at

least three independent experiments.

Figure 6:

Src and MEK kinases are involved in the ERK1/2 signaling cascades promoted by the three
ligands. Serum-starved HEK293 cells stably expressing the B1AR were pretreated or not
for 1h at 37°C with the Src inhibitor PP2 (10uM) (A), or with the MEK inhibitor PD98059
(50pM) (B) prior to stimulation with 10uM of either isoproterenol (4min), propranolol,or

bucindolol (2 min), or EGF (insets). Data represent the mean + S.E. of at least three

independent experiments.

Figure 7:

Linking receptor conformational changes to signaling efficacy. BRET was measured in
cells co-expressing f1AR-GFP10 with either GFP10-Gy2 (A) or Gail-91hRluc (B), and
stimulated or not with 10uM of either isoproterenol (Iso), bucindolol (Buc) or propranol
(Prop). Results are expressed as the difference in the BRET signal measured in the presence
or absence of the indicated ligands. Data represent the mean + S.E. of at least three

independent experiments.
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La signalisation cellulaire via les RCPGs a fait 1’objet, ces derniéres décennies, d’un
grand nombre d’études, et est apparue de plus en plus complexe, arborant une immense
diversité initialement sous estimée. Ainsi, par exemple, le récepteur a été décrit
originellement comme une entité en équilibre entre un mode « on » et un mode « off » dans
lequel un ligand induit une conformation active ou inactive du récepteur, activant ou
inhibant la voie de signalisation dépendante des protéines G. Désormais, un nombre
grandissant d’études a mis en évidence qu’il n’existe pas uniquement deux états

conformationnels de ce récepteur mais une multitude de conformations.

D’autre part, la vision simple et lin€aire de la signalisation via les RCPGs qui considére un
ligand liant le récepteur, puis induisant 1’activation d’une protéine G qui va a son tour
activer une cascade de signalisation a évoluée pour un modeéle plus complexe, mettant en
évidence la pléiotropie des récepteurs. En effet, le récepteur peut se coupler a plusieurs
protéines G, de nature différente, mais aussi & d’autres protéines ayant des propriétés

régulatrices ou pouvant elles aussi induire leur signalisation (cf Fig. 18).
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Fig. 18 : Pléioptropie de signalisation des RCPG
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C’est dans ce contexte de diversité signalétique que nous avons voulu nous
intéresser a l’efficacité des ligands des RCPG. Ainsi, en prenant comme modéle les
récepteurs ;AR et B,AR, les travaux présentés dans cette thése ont permis d’éclairer

plusieurs points concernant cette notion d’efficacité pour les RCPG.

Lors de la premi¢re étude, en testant D’efficacité d’un panel de ligands
Badrénergiques sur deux voies de signalisations activées par le B;AR et le BAR nous avons
pu révéler des ligands aux profils signalétiques divers pouvant étre agonistes pour les deux
voies de signalisation, agonistes inverses pour ces deux voies ou encore agoniste pour une
voie mais agoniste inverse pour l’autre. Ainsi, I’efficacité s’est révélée comme un
parametre pluridimensionnel, qui doit tenir compte des différentes fonctionnalités du
récepteur. D’autre part cette étude nous a aussi permis de repenser Ia notion de sélectivité
d’un ligand envers un sous-type. En effet, celle-ci doit étre appréciée au-dela de de
I’affinité du ligand pour le récepteur et doit étre définie en considérant non seulement le

couple ligand/récepteur mais aussi le systéme effecteur.

Lors de la deuxiéme étude, en analysant les déterminants moléculaires a I’origine de
la stimulation de la voie ERK1/2 par le B;AR par trois ligands a D’activité biaisée, nous
avons pu révéler un caractére supplémentaire dans la complexité de I’efficacité des ligands
aux RCPGs, a savoir la pluralité des effecteurs a I’origine de la stimulation d’une méme
cascade de signalisation, et nous avons pu relier cette pluralité avec la pluralité des

conformations adoptées par le récepteur.

L’efficacité biaisée :

L’efficacité des ligands aux RCPG a fait I’objet, cette derniére décennie d’un grand
nombre d’études (cf §1.3.3). Les premiéres observations sur I’efficacité « biaisée » ont été

réalisées sur des ligands présentant des efficacités distinctes envers deux voies de
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signalisation, un agoniste pouvant étre agoniste partiel pour une voie mais antagoniste pour
une autre. Ainsi, par exemple, Jarpe et al., qui sont a ’origine de I’appellation "agoniste
biasé" ont observé que le ligand [D-Arg',D-Phe’,D-Trp’’Leu''] substance P,
classiquement décrit comme un antagoniste (car capable de bloquer la mobilisation de Ca*
par les neuropeptides) posséde des activités agonistes. En effet, il peut activer c-JNK dans
des fibroblastes de type Swiss3T3, et peut stimuler la migration et I’influx de calcium dans
des neutrophiles humains (Jarpe et al., 1998). Ces phénoménes peuvent cependant aisément
s’expliquer par une différence de contexte cellulaire : concentration en effecteur non
suffisante pour la stimulation de la voie (phénoméne de récepteurs de réserve) et ne
requi€rent pas nécessairement la présence de conformations distinctes afin d’induire ces
efficacités distinctes : une méme conformation peut mener a I’activation de deux voies de
signalisation, I’une pouvant subir une amplification plus forte en comparaison a I’autre. Les
ligands peuvent donc posséder une activité biasée, dépendante du contexte cellulaire dans
lequel le récepteur se trouve. Lors de notre premiere €tude, il est intéressant de noter que la
majorité des ligands ont présenté une activité biaisée, c’est a dire une efficacité différente
entre les deux voies de signalisation testées, a savoir la voie MAPK et la voie ERK1/2.
Aussi, une des deux voies peut se trouver dans un état de "récepteur de réserve" et il
devient donc nécessaire de définir le contexte cellulaire dans lequel 1’efficacité des
composes est testée. Toutefois, nous avons aussi observé des inversions dans les ordres
d’efficacités entre différents ligands ou encore des inversions dans les ordres de puissances
entre ces mémes ligands. Ainsi, par exemple, pour le récepteur ;AR I’ordre de puissance
des composés envers la voie AC est le suivant : prop>iso=lab>carv=buc alors qu’il devient
buc>carv=prop=lab>iso envers la voie ERKI1/2. Ces observations ne peuvent E&tre
réconciliées avec un modele & deux états. Il existe donc deux types d’activité biaisée des
ligands, celle provenant du contexte cellulaire et celle, issue de conformations distinctes du

récepteur.
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L’efficacité, un paramétre pluridimensionnel.

Les nombreuses observations pharmacologiques des dix derniéres années portant
sur I’efficacité des ligands aux RCPG ont permit de repenser cette notion : ’efficacité n’est
pas un parameétre unilatéral mais peut varier selon la fonctionnalité du récepteur considérée,
pouvant méme €tre opposée. Avec la multitude de voies de signalisations mais aussi de
propriétés régulatrices des RCPG, I’efficacité d’un ligand peut désormais étre considérée
comme pluridimensionnelle comme mis en évidence dans notre premiére étude.
L’utilisation d’une représentation cartésienne, ou chaque axe est porteur d’une
fonctionnalité du récepteur, et chaque quadrant porteur d’un profil signalétique d’efficacité,
nous a permis de mettre en exergue cette pluralité de I’efficacité des ligands aux RCPG. En
testant les ligands sur deux voies de signalisation modulées par les récepteurs B;AR et
B2AR, nous avons pu révéler des ligands présentant trois profils d’efficacité distincts (sur
les quatre envisageables): composés agonistes sur la voie de I’AC et sur la voie des
ERK1/2; composés agonistes inverses sur la voie de I’AMPc mais agonistes sur la voie des
ERK1/2 et enfin, composés agonistes inverses sur les deux voies de signalisation. Les
récepteurs doivent donc pouvoir adopter au moins trois conformations différentes afin de
transmettre ces signalisations distinctes. Il apparait toutefois simpliste de penser
qu’uniquement trois profils d’efficacité différents existent mais au contraire aisément
envisageable de spéculer que le test d’un plus grand nombre de composés sur les
nombreuses fonctionnalités des récepteurs BARs permettrait certainement 1’obtention d’un
plus grand nombre de profils signalétiques, reliés a des conformations différentes. En effet,
comme nous avons pu le constater dans la section introduction (cf § 1.4.3), la signalisation
via les récepteurs ;AR et B,AR est riche : ces récepteurs peuvent stimuler une grande
variété d’effecteurs tels que les protéines Gs ou Gi menant a la régulation de la voie de
I’AC mais aussi de la voie ERK1/2. Ils peuvent aussi interagir avec des protéines telles que
la Barrestine, et Src (dans le cas du B>AR) afin de moduler la voie ERK1/2. Le récepteur

B2AR peut aussi engager NHERF afin de réguler les canaux NH3E. Enfin, un trés grand
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nombre de processus ont été identifiés comme assurant la régulation des récepteurs BARs
(désensibilisation, internalisation, régulation négative), faisant intervenir une multitude de
protéines d’interaction (Cf §1.4.3.4 & tableau III). Or, dans la majorité des cas, c’est en
réponse a I’agoniste traditionnel du récepteur que 1’étude de ces différentes fonctionnalités
s’est effectuée et ’on peut ainsi s’attendre a ce que le test d’autres ligands révélent de
nouveaux profils signalétiques, reflets de la la pluridimensionalité de ’efficacité mais aussi

de la pluralité des conformations.

Au cours de nos travaux, nous nous sommes alors aussi intéressé a I’effet que
peuvent avoir I’isoproterenol, le bucindolol et le propranolol, trois ligands Padrénergiques,
sur une autre fonctionnalit¢ du récepteur ;AR : linternalisation. Classiquement,
Pinternalisation est étroitement liée avec 1’activation de la voie classique du récepteur (cf §
1.2.2.2). Ainsi, selon ce modele, seuls I’isoproterenol et le bucindolol (respectivement
agoniste et agoniste partiel sur la voie de 1’AC), suite & I’activation de la voie classique de
I’adénylate cyclase, pourraient d’induire 1’internalisation du récepteur. Pourtant les trois
composés (dont le propranolol, agoniste inverse pour la voie AC) semblent capables de
mener a I’endocytose des récepteurs (cf Fig 19). Cette internalisation n’atteint que 12%
environ en réponse & une incubation d’une heure au bucindolol et au propranolol mais est
significative (p<0,05). L’internalisation est donc faible mais semble néanmoins confirmer
la capacité de certains composés, décrits comme agonistes inverses pour la voie classique, a
induire I’endocytose. Ainsi, par exemple, deux antagonistes du récepteur PTH, PTH(7-34)
et PTH(7-84), dépourvus de propriétés activatrices peuvent cependant induire ’endocytose
du récepteur (Sneddon ef al., 2003). Ce phénoméne a récemment été dénommé « efficacité
collatérale » par T. Kenakin (cf §1.3.3.3) en opposition & une efficacité linéaire pour
laquelle 1’occupation du récepteur méne a son activation et a ’activation de toutes les
fonctionnalités : phosphorylation, désensibilisation, recrutement de la Parrestine, et

finalement internalisation du récepteur. Dans notre cas, le propranol posséde bien une
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efficacité collatérale, la stimulation de la voie classique n’étant pas un prérequis pour

I’induction de I’internalisation du récepteur.
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Fig. 19 : Cinétique d’internalisation du récepteur B;AR en réponse a I’isoproterenol, au
bucindolol et au propranolol. Les cellules HEK293, exprimant de maniére stable le
récepteur humain ;AR étiqueté HA ont été incubées & 37°C, avec une concentration
saturante de ligand pendant les temps indiqués. Apres arrét de la réaction a 4°C puis
fixation des cellules, la population de récepteur en surface a ensuite été détectée par ELISA
(pour protocole cf Terrillon and Bouvier EMBO Journal 2004). * p<0,05; *** p<0,001

d’aprés un Dunnett’s test.

L’analyse de I’ensemble des composés testés dans la premiere étude sur ces trois
fonctionnalités du récepteur (voie AC, voie ERK1/2 et internalisation) pourrait alors nous
permettre de révéler jusqu’a huit profils signalétiques différents pouvant figurer dans une

représentation cartésienne a trois dimensions, n=3.

De fagon purement combinatoire, tester un trés grand nombre de composés sur n

fonctionnalités du récepteur permettrait I’observation de 2" profils signalétiques distincts
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correspondant & un minimum de 2" conformations différentes du récepteur. Cependant, il
est a noter que, lors de nos travaux, aucun composé n’a été trouvé comme agoniste inverse
au niveau de la voie MAPK et agoniste au niveau de la voie AC. D’autre part, dans la
littérature, de nombreux agonistes des RCPG ont été testés pour leur action sur la voie
ERK1/2, et & ma connaissance, aucun n’a été, a ce jour trouvé comme ayant une activité
agoniste inverse pour cette voie. Le test d’un plus grand nombre de composés aurait peut-
étre pu permettre de découvrir un ligand ayant ce profil d’efficacité mais il est aussi
probable que cette observation soit le reflet d’une réalité. En effet, une des hypothéses
expliquant cette observation pourrait provenir de I’intégration des signaux de signalisation
au sein de la cellule. Pour certains RCPG, la stimulation de la voie des ERK1/2 résulte de
plusieurs cascades de signalisation (cf 1.2.1.4) et la voie traditionnelle est souvent une des
voies menant a la modulation des ERKs. Ainsi, I’activité agoniste d’un composé pour cette
voie traditionnelle se répercutera sur 1’activit¢ du composé envers la voie ERK1/2, ce qui
pourrait expliquer une plus grande rareté de composé€s activateurs de la voie traditionnelle
mais inhibiteurs de la voie ERK1/2. C’est le cas pour la majorité des récepteurs couplés a
Gq, dont I’activation méne a la phosphorylation des ERK1/2 via I’activation de la PLC.
Toutefois, il est a noter que la voie de ’adénylate cyclase, dans certains isolats cellulaires, a
un effet inhibiteur sur la voie des ERK (cf § 1.2.1.4), ce qui semble d’ailleurs étre le cas au
sein de I’isolat cellulaire utilisé dans nos deux études. En effet, un traitement long a la CTX
(décrit comme inhibant Gs) des cellules surexprimant le récepteur ;AR semble avoir un
effet potentiateur sur la voie ERK1/2 (cf Article n°2, Fig.2). L’observation de composés
activateurs envers la voie AC mais inhibiteurs envers la voie ERK1/2 apparait donc
pourtant envisageable, mais de maniére amusante on notera que ces composés ne seront pas
dénommés agonistes inverses pour la voie des ERK1/2 mais bien « agonistes » car leur
activité provient d’un effet agoniste envers la protéine Gs. Nous percevons alors, au travers
de cet exemple, la difficulté d’interprétation de I’efficacité mais aussi la difficulté de
nomenclature des ligands lorsque les déterminants signalétiques analysés se trouvent loin

en aval du récepteur, et par 1a méme sont modulés par de multiples composantes.
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La pluralité des effecteurs menant a la modulation d’une méme voie de

signalisation.

L’analyse de seconds messagers plus proximaux du récepteur permet alors une
analyse plus exhaustive. C’est ce que nous avons tenté de faire lors de la deuxiéme étude.
Nous avons analysé les déterminants moléculaires nécessaires a 1’activation par le B;AR de
la voie des ERK1/2 par trois composés activant cette voie mais aux profils signalétiques
distincts : I’isoproterenol (agoniste total pour la voie AC et la voie ERK1/2), le bucindolol
(agoniste partiel pour les deux voies de signalisation) et le propranolol (agoniste inverse
pour la voie de 1’adénylate cyclase mais agoniste partiel pour la voie des ERK1/2).
L’isoproterenol et le bucindolol, au regard de leur seule activité sur la voie MAPK et AC
peuvent étre décrits comme ayant une efficacité similaire (positive), pouvant provenir d’un
mode « on » / « off » du récepteur : positive sur les deux voies. Pourtant, I’activation de la
voie ERK1/2 par I’isoproterenol est sensible & la PTX, et donc requiert Gi alors que
I’activation de cette méme voie par le bucindolol est insensible 4 la PTX et donc
indépendante de Gi. Ainsi, I’analyse d’un effecteur plus proximal tel que Gi nous a permis
d’identifier des efficacités de I’isoproterenol et du bucindolol distinctes envers ces deux
effecteurs : I’isoproterenol est agoniste envers Gi alors que le bucindolol est antagoniste, au
méme titre que le propranolol. Toutefois, une seule et méme conformation pourrait étre a
I’origine de ces engagements différents, le bucindolol induisant/stabilisant dans une
proportion moindre la méme conformation que celle induite/stabilisée par 1’isoproterenol.
En effet, aucune inversion d’efficacité n’est observée : ordre d’efficacité envers la voie
adénylate cyclase (supposée Gs) : Iso>Buc>Prop et envers Gi Iso>Buc=Prop. Il aurait alors
été intéressant de tester un nombre plus important de ligands afin de pouvoir
éventuellement observer une telle inversion. En testant plusieurs composés du récepteur
CB1 pour leur activité envers les différents sous-types de protéines Gi, Mukhopadhyay et

Howlett ont pu observer une telle inversion d’efficacité envers des effecteurs proximaux du
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récepteur. En effet, alors que le composé desacetyllevonantradol est agoniste envers Gil et
Gi2, mais agoniste inverse envers Gi3, un autre composé, le R)-methanandamide se
comporte comme agoniste inverse envers les protéines Gil and Gi2, et comme agoniste
envers Gi3 (Mukhopadhyay and Howlett, 2005). Ces résultats ne peuvent pas étre
réconciliés avec un modeéle a deux états et doivent considérer le récepteur comme pouvant

adopter plusieurs conformations.

Méme si I’ensemble des résultats de notre premiére étude (Cf §3.1), dans le méme
veine qu’un certain nombre d’autres études sur I’efficacité des ligands, démontrent
clairement la nécessité d’une pluralité¢ des conformations, nous percevons aussi la nécessité
de tester de nombreux composés, sur différentes voies de signalisation, ou sur différents
effecteurs afin de démontrer cette pluralité. Cependant, I’analyse conformationnelle directe,
par des méthodes biophysiques a permis de facon claire de démontrer ces changements
conformationels adoptées par les RCPG (cf §1.3.4) et nous avons pu, dans la seconde étude,
en cellules vivantes, établir clairement le lien entre ces conformations et I’activité baisée

des composés pour la voie MAPK.

La multitude de conformations des RCPGs

Les résultats présentés dans ces deux études sont donc en accord avec les modéles
théoriques développés par Kenakin selon lesquels une multitude de conformations du
récepteur peuvent exister (cf §1.3.2). Dans ces modeles, la multitude de conformations est
directement dépendante de la diversité de ligands pouvant se lier sur le récepteur, et de la
propension du récepteur, une fois lié, a interagir avec les protéines G (cf Fig 13). Il est
désormais possible de considérer aussi I’interaction avec les nombreuses autres protéines
décrites comme pouvant induire leur propre signalisation ou des propriétés régulatrices (cf
Fig.18). Ainsi, pour les récepteurs BAR, nous avons vu par exemple qu’il existait une

grande diversité de molécules effectrices autres que la classique protéine hétérotrimérique
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Gs capables d’induire une signalisation (cf §1.2.1.3). Ainsi, par exemple, en cellules
HEK293, il a été démontré que I’isoproterenol peut activer la voie des MAPK dépendante
du récepteur B,AR de facon dépendante des G, mais aussi de facon indépendante, via
I’action de la Barrestine (Azzi et al., 2003; Shenoy et al., 2006b), alors que le propranolol
active cette voie via I’action de la Parrestine uniquement (Azzi et al., 2003). Récemment il
a aussi €t€¢ proposé que Src puisse mener a |’activation des ERK1/2 par I’isoproterenol.
Pour le récepteur B;AR, nous avons vu que la protéine Gi pouvait interagir avec le
récepteur et mener a 1’activation de la voie ERK1/2. D’autre part, il existe aussi une voie
indépendante des protéines G qui peut aussi mener a cette activation. Il faudrait donc
considérer I’affinité des récepteurs liés aux différents ligands non seulement envers Gs,
mais aussi envers ces autres protéines, ie Gi, la Parrestine, et Src. Et cela parait encore
réducteur a la vue du grand nombre de protéines d’interaction identifiées pour ces
récepteurs (cf Tableau III). Un nouveau modele pourrait alors inclure un paramétre afin de
considérer ces affinités des RCPG liés aux ligands pour ces nombreuses protéines

d’interaction.

D’un point de vue structural, on imagine alors que la conformation du récepteur lié
au ligand entraine certaines contraintes stucturales / microconformations locales dans les
régions intracellulaires du récepteur, qui sont a I’origine de ces différences d’affinité avec
les protéines cytosoliques, ce qui implique une transmission conformationnelle
intracellulaire. 11 y a alors induction de conformations nouvelles par les ligands. Mais on
peut aussi voir une transmission conformationnelle extracellulaire, & savoir les protéines
intracellulaires déja présentes a proximité du récepteur imposent des contraintes
structurales / microconformations locales, au niveau des régions extracellulaires, qui sont a
I'origine de différences d’affinité¢ des ligands pour certaines conformations. 11 y a alors

stabilisation de conformations pré-existantes.
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Est-ce qu’il y a stabilisation par les ligands de conformations déja existantes au sein
de la cellule ou bien induction de nouvelles conformations? Il est tout a fait concevable que

les deux mécanismes puissent avoir lieu.

La pré-existance des certaines conformations, stabilisées par les ligands.

Au sein d’une grande complexité signalétique, une certaine organisation doit exister
afin que les RCPGs puissent transcrire les signaux avec rapidité et efficacité. Un modéle
membranaire de mosaique fluide (Singer and Nicolson, 1972), dans lequel le récepteur
flotterait et rencontrerait de maniére aléatoire les molécules de signalisation membranaires
ou cytoplasmiques est difficilement envisageable. Des structures organisationnelles ou une
certaine compartimentation semblent en effet nécessaires. Récemment, de nombreuses
études ont mis au jour de telles structures. Elles peuvent étre obtenues via 1’oligomérisation
des récepteurs (Terrillon and Bouvier, 2004): les récepteurs rhodopsine apparaissent par
exemple arrangés a la membranaire en colonnes serrées de dimeres de récepteurs (Fotiadis
et al., 2003). Les microdomaines lipidiques de type « raft » (radeaux lipidiques) ont aussi
été décrits comme pouvant permettre la formation de complexes en créant une plate-forme
d’attachement des protéines. A la surface des cellules cardiaques, on retrouverait ainsi des
ilots de récepteurs B;AR, qui colocalisent avec la caveoline, marqueur protéique de ces
microdomaines (Ianoul et al., 2005). Des protéines d’échafaudage ou d’ancrage, telles que
la Parrestine ou AKAP permettent aussi la formation de complexes signalétiques, a
Porigine d’une compartimentation de la transduction du signal. Aussi, par exemple, le
récepteur BoAR peut interagir dans les endosomes avec un complexe signalétique qui
comprend la Parrestine, Src et ’EGFR et qui permet la signalisation de la voie ERK1/2
(Maudsley et al., 2000; Luttrell et al., 2001; Luttrell et al., 1999a). Ce méme récepteur peut
interagir avec un autre complexe protéique, formé par les protéines AKAP de type

AKAP79 et AKAP250/Gravin. AKAP79 pouvant intergir avec de facon simultanée avec
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PKA, PKC et la phosphatase PP2-B. D’autre part, de plus en plus d’études mettent en
évidence le pré-assemblage des RCPGs avec leurs partenaires signalétiques (Rebois and
Hebert, 2003). Récemment, I’ utilisation des techniques de transfert d’energie par résonance
a permis l’observation d’un précouplage entre le récepteur et certains effecteurs. Par
exemple, le récepteur B,AR a été décrit comme pouvant faire partie d’un signalosome
comprenant le récepteur ainsi que I’ACII et les canaux potassium Kir3.1; ce signalosome
étant formé trés tot, dés la biosynthése des protéines (Lavine et al., 2002; Dupre and
Hebert, 2006). Les RCPGs pourraient aussi étre pré-assemblés avec les classiques protéines
G hétérotrimériques. En effet, différentes études de RET ont démontré qu’a 1’état basal, les
RCPGs sont pré-couplés de facon sélective avec leur protéine G de prédilection (Nobles et
al., 2005; Gales et al., 2006; Ayoub et al., 2007). En testant, dans notre deuxiéme étude
I’effet de trois ligands sur I’interaction récepteur/sous-unité Gi; et récepteur/sous-unité Gy,,
nous avons pu tester ces changements conformationels au sein de ce pré-complexe. Alors
que ’isoproterenol augmente le BRET ratio récepteur/Gi,; et récepteur/Gy,, le bucindolol et
le propranolol diminuent ces BRET ratio. Au regard de ces seuls résultats, on ne peut
démontrer que le propranolol et le bucindolol induisent/stabilisent des changements
structuraux différents ou identiques. Par contre, I’opposition observée dans les ratio de
BRET entre I’isoproterenol et le bucindolol ou le propranolol ne peut étre expliqué qu’en

considérant deux changements conformationels distincts au sein de ce pré-complexe.

En considérant le nombre de pré-complexes, ou de protéines décrites pour interagir
avec le récepteur, nous percevons alors qu’il est difficilement imaginable du point de vue
de ’encombrement stérique que toutes ces protéines (effectrices ou régulatrices) ou ces pré-

complexes signalétiques puissent s’associer en méme temps a un unique récepteur.

Différentes populations de récepteurs, correspondant a différents complexes
protéiques doivent donc pouvoir exister au sein d’une méme cellule. Ainsi, par exemple, si
une partie des récepteurs B;AR pourrait se retrouver dans les microdomaines de type raft,

cette répartition ne représenterait que 15 a 20% de la population totale de récepteurs de la
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cellule cardiaque. La localisation différentielle des récepteurs a été démontrée dans certains
cas comme impliquant des molécules signalétiques distinctes. Ainsi, par exemple, en testant
I'impact de la localisation du récepteur de I’ocytocine (OTR), Rimoldi V et al. ont observé
que les protéines nécessaires a la transactivation de ’EGFR et a 1’activation des ERK1/2
par le récepteur ne sont pas les mémes lorsque le récepteur est localisé a I’ intérieur ou a
I’extérieur des caveolae. Cette différence de profil signalétique méne alors a une activation
temporelle de la voie ERK1/2, et a des réponses cellulaires distinctes entre les deux
populations. Les récepteurs situés au sein des caveolae induisent une activation transitoire
des ERK et stimulent la croissance cellulaire alors que les récepteurs en dehors de ces
microdomaines induisent une activation des ERK plus longue et inhibent la croissance
cellulaire. Toutefois, au sein de cette étude, I’utilisation de récepteurs fusionnés avec la
caveoline afin d’induire une localisation au sein des microdomaines peut aussi perturber la
structure du récepteur OTR, changeant ainsi son affinité envers les différents effecteurs

intracellulaires. (Rimoldi et al., 2003)

Au sein de ces complexes, la conformation des récepteurs est trés certainement
influencée par des interactions moléculaires qui sont dépendantes des protéines présentes
au sein du complexe, mais aussi de ’environnement lipidique. Il est donc probable que des
conformations différentes d’un méme récepteur pré-existent et co-existent au sein d’une
cellule. Les récents travaux de Sun Y. et al portant sur ’activation des ERK1/2 par le AR
peuvent corroborer cette hypothése. En effet, dans leur étude, Sun Y. et al observent une
courbe dose-réponse a l’agoniste & deux phases qui est le fruit de deux mécanismes
différents d’activation de la voie ERK1/2. La protéine Gs est responsable de la premiére
phase (qui correspond a de faibles doses d’agoniste) alors que Src est nécessaire pour la
deuxiéme phase de la réponse (qui correspond a de fortes doses d’agoniste) (Sun et al.,
2007). Ces observations pourraient étre expliquées par I’existence de deux conformations
distinctes du récepteur B,AR : une conformation compatible avec un couplage 4 Gs et une
autre pouvant lier et activer Src mais non compatible avec les protéines G. Dans cette

étude, Src étant couplé de fagon constitutive avec le récepteur, il est fort probable que ces
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deux conformations correspondent a des complexes protéiques distincts. Toutefois, d’autres
mécanismes, impliquant une seule population de récepteurs peuvent également expliquer
ces observations. En effet, si la quantit¢ de certaines molécules signalétiques de la
composante Gs n’est pas suffisante, I’activation maximale possible des ERK ne pourra étre
atteinte, menant ainsi 4 un décalage de la courbe dose-réponse dépendante de Gs vers la
gauche (une concentration plus faible d’isoproterenol est requise pour atteindre la
stimulation maximale), alors que la courbe dose-réponse dépendante de Src ne sera pas
affectée (quantité en molécules signalétiques suffisantes). De ce fait, une courbe dose-
réponse a deux phases sera observée. Un autre mécanisme pourrait se baser sur la
dimérisation des récepteurs. En effet, si I’on suppose I’existence des récepteurs B2AR sous
forme dimérique, il se peut que 1’occupation d’un seul des deux sites de liaison du ligand
(concentrations faibles) méne a une conformation du dimere ayant une forte affinité pour
Gs, mais une faible affinité pour Src. Par contre, I’occupation des deux sites (fortes
concentrations) menera a une conformation du dimére ayant une forte affinité a la fois pour

Gs et pour Src.

Lors de notre premiére étude, nous n’avons pas obtenu de courbe dose-réponse a
I’isoproterenol biphasique (cf Article 1, Fig. 4B). Toutefois, il est possible que la technique
de quantification de la phosphorylation des ERK1/2 utilisée ne soit pas assez précise pour
nous permettre une telle observation. Il est aussi probable que I’isoproterenol puisse avoir

la méme propension a activer la voie dépendante de Gi et la voie dépendante de Src.

Il n’est donc pas exclu que I’activation des ERK1/2 par le B;AR observée dans nos
travaux puisse provenir de deux populations distinctes de récepteurs: une population

couplée a Gi et une autre population couplée directement ou indirectement & Src.

Etant donné la variation des profils d’expression protéiques d’un tissu cellulaire a
l’autre, la composition des complexes protéiques est trés certainement différente. Les
conformations d’un récepteur B,AR exprimé au niveau du cceur pourraient étre alors

distinctes de celles de ce méme récepteur exprimé au niveau des poumons.
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L’induction par les ligands de nouvelles conformations.

Il a aussi été observé que la liaison de 1’agoniste entraine des modifications
structurales des récepteurs (Kobilka and Deupi, 2007). Imaginer un récepteur comme une
structure figée, au sein de laquelle ’agoniste se fixe (telle une clé dans une serrure) parait
réducteur étant donné la grande plasticité structurale adoptées par les protéines. De
nombreuses évidences biophysiques sur le récepteur B,AR purifié et marqué avec une
sonde fluorescente suggérent plutdt que la liaison de 1’agoniste et 1’activation du récepteur
requiérent une série d’intermédiaires conformationnels du récepteur. La transition entre ces
différents états intermédiaires nécessite la rupture de certaines interactions
intramoléculaires non covalentes étant & 1’origine de la stabilisation de 1’ « état basal » du
récepteur. Ainsi, la liaison de ligands structurellement différents pourrait mener a des
ruptures différentes de ces interactions moléculaires, entrainant des conformations
distinctes du récepteur, ces conformations pouvant mener a des propriétés signalétiques ou
régulatrices distinctes ((Ghanouni e al., 2001c;Ghanouni et al., 2001a), (Yao ef al., 2006),
(Swaminath et al., 2004;Swaminath et al., 2005b). Ces études biophysiques ont toutefois
¢été réalisées sur un récepteur purifié, hors de son contexte protéique naturel, et de ce fait ne
peuvent exclure un mécanisme double, a savoir, I’induction de nouvelles conformations

mais aussi la stabilisation de conformations pré-existantes.

La sélectivité des ligands, au-dela de I’affinité :

Couramment, la sélectivité d’un composé est basée sur la propension de celui-ci a se
lier de fagon sélective sur un récepteur. Ainsi, un composé est décrit comme sélectif pour
un sous-type de récepteur si son affinité envers ce sous-type est supérieure a celle envers
les autres sous-types. Un composé affin est alors supposé mettre le récepteur considéré dans
un mode « on » (agoniste) ou « off » (antagoniste) pour toutes ses propriétés signalétiques

ou régulatrices. Toutefois, nous avons vu par exemple, lors de la premiére étude que le
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carvedilol, qui posséde la méme affinité envers le récepteur B;AR et le récepteur B,AR, et
qui est ainsi classiquement décrit comme composé non sélectif, module différemment la
voie AC et la voie ERK1/2 induites par ces récepteurs. En effet, le carvedilol se comporte
comme agoniste partiel sur la voie AC stimulée par le B;AR (EC50=273nM) mais est
antagoniste neutre, sur cette méme voie modulée par le f;AR (EC50>10000nM). D’autre
part, il active de facon moins puissante la voie ERK1/2 modulée par le B;AR que celle
modulée par le B,AR (74nM versus 0.95nM). Ainsi, malgré sa définition de composé non
sélectif, le carvedilol apparait sélectionner certaines fonctionnalités du récepteur : il

sélectionne la voie AC modulée par le B;AR et la voie MAPK modulée par le B,AR.

Ainsi, la sélectivité envers un sous-type de récepteur devrait donc étre déterminée
pour chaque voie de signalisation pouvant étre engagée par le récepteur considéré. On

parlera alors de sélectivité fonctionnelle.

Cette sélectivité peut méme étre encore plus complexe puisque nous avons observé
dans le deuxiéme article que cette sélection pouvait aussi avoir lieu au niveau des
mécanismes engagés pour stimuler une méme voie de signalisation. Ainsi, pour le récepteur
BiAR, le bucindolol et le propranolol « sélectionnent » la voie dépendante de Src afin de
stimuler la phosphorylation ERK1/2 alors que I’isoproterenol engage a la fois la voie
dépendante de Src et la voie dépendante de Gi. Or, de nombreuses études ont démontré que
les cinétiques d’activation différentes pour les voies dépendantes des protéines G et les
voies indépendantes des protéines G. Ainsi par exemple, le récepteur Ghrelin est capable de
stimuler la voie des ERK1/2 par trois cascades de signalisation distinctes : la premiére
impliquant les Parrestines1 et 2, Src et Rafl, la deuxiéme implique Gg/11, PKCaf et Src
et, enfin, la troisiéme nécessite Gi/o, la PI3K, PKCe et Src. Et ces trois voies possédent des
cinétiques d’activation différentes (Camina et al., 2007). De maniére similaire, le groupe de
Lefkowitz a observé que pour les récepteurs AT aR, B2AR et PTHR, ’activation de la voie
ERK1/2 dépendante de la Parrestine est lente et soutenue dans le temps alors que la

stimulation dépendante des protéines G est rapide et transitoire (Shenoy et al., 2006b,
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Gesty-Palmer er al., 2006, Wei et al., 2003). Et de maniére intéressante, certains ligands
des récepteurs AT aR et PTH peuvent « sélectionner » une cinétique d’activation (cf
§1.3.3.3). En analysant les cinétiques d’activation par I’isoproterenol et le bucindolol de la
voie ERK1/2, nous avons pu constater que le maximum de stimulation n’est pas identique
pour les deux composés. La stimulation dépendante de Gi est plus lente que celle
dépendante de Src. (Cf article 2, Fig. 4B). En conséquence, un composé pourra sélectionner

une cinétique d’activation, et par la méme donc avoir une sélectivité temporelle

D’autre part, si I’on considére, au sein d’une méme cellule ou dans divers tissus
cellulaires, qu’il puisse exister des populations distinctes de récepteurs ayant des
conformations différentes; il est concevable qu’un composé puisse sélectionner une
population par rapport a une autre. On peut alors imaginer aussi une sélectivité spatiale des

COmposes.

Ainsi, nous percevons clairement que I’efficacité d’un composé doit étre considérée
comme qualitative en plus d’étre quantitative. En sélectionnant une propriété fonctionnelle,
de maniére spatio-temporelle, un ligand posséde sa propre « texture » d’efficacité. Les
ligands ayant cette capacité de sélection ont été dénommés « ligands biaisés ». Or, si I’on
considére chaque ligand comme induisant/stabilisant une conformation unique, on peut

alors percevoir ce terme comme un pléonasme.

Il apparait évident que cette sélectivité fonctionnelle, spatialle et temporelle des

composeés pourrait tre amplement exploitée dans le traitement de nombreuses pathologies.

Toutefois, bien que les études sur I’efficacité des ligands en systéme hétérologue
apportent une information riche, permettant le développement de nouveaux concepts, plus
de connaissances sur les liens entre entre cette « sélectivité fonctionnelle » observée dans

ces systémes hétérologues et la relevance physiologique de ces observations permettraient
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de pouvoir tirer pleinement profit de cette capacité de sélection des ligands des RCPG. De
facon intéressante, Rajagopal et al ont démontré, dans des cardiomyocytes isolés de rat, que
I’effet inotrope observé suite a l’activation du récepteur AT;aR par I’angiotensine II
proviendrait de 1’action de GRK6 et de la Parrestine mais serait indépendant de Gq et de
PKC. De plus SII [(Sar(1), Ile(4), Ile(8)] angiotensine, un ligand a I’activité biaisée (Wei et
al., 2003) serait capable de sélectionner cette voie dépendante de la Parrestine, et par 1a
méme de sélectionner I’effet inotrope (Rajagopal et al., 2006). Ces résultats permettent

ainsi d’appréhender I’effet physiologique potentiel que pourraient posséder certains ligands.

En ce qui concerne les récepteurs modeles de notre étude, il a récemment été démontré pour
le récepteur B1AR que la Parrestine serait a 1’origine de la transactivation de ’EGFR et de
la stimulation des ERK, in vitro (cellules HEK293) et in vivo (cceur de souris) et cette
transactivation ménerait & une cardioprotection (Noma et al., 2007) Méme si dans notre
isolat cellulaire, la Parrestine semble ne pas étre impliquée pour la stimulation de la voie
ERK1/2 par nos trois composés, il serait toutefois intéressant de tester ’effet de certains

composés a I’activité biaisée comme le propranolol sur cet effet cardioprotecteur.

Ainsi, l'utilisation d’un ligand sélectionnant certaines propriétés fonctionnelles
pourrait aider a minimiser les effets secondaires putatifs souvent attribués aux
médicaments. Ainsi, par exemple, certains agonistes P-adrénergiques utilisés dans le
traitement de I’asthme possédent également des propriétés stimulatrices cardiaques non
désirées (Salpeter er al., 2004) et inversement, la prise de B-bloqueurs dans les cas
d’hypertension n’est pas recommandée pour des personnes soufrant de maladies
respiratoires (Antonelli-Incalzi and Pedone, 2007). L’utilisation de composés plus sélectifs

envers une propriété des récepteurs BARs serait certainement profitable.

Cette sélectivité fonctionnelle pourrait aussi expliquer des effets thérapeutiques

inattendus de certains médicaments. Le cas des Bbloqueurs dans le traitement de la
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défaillance cardiaque est en ce sens pertinent. Durant cette pathologie, une surstimulation
du systeme adrénergique est observée, menant & des mécanismes adaptatifs (ie il a par
exemple été observé une régulation négative des récepteurs B;AR et un changement de
couplage des récepteurs B,AR de Gs a Gi). Ainsi, dans les cas de défaillance cardiaque, une
diminution des fonctions contractiles (force et taux de contraction) du myocarde est
observée et il est nécessaire de restaurer cette capacité de contraction. Paradoxalement, les
médicaments utilisés dans le traitement de cette pathologie sont des Bbloqueurs, c'est-a-dire
des composés diminuant la contraction cardiaque induite par les catécholamines
circulantes. A la vue de I’ensemble de nos travaux, de nombreuses hypothéses pourraient
étre avancées afin d’expliquer I’action bénéfique de ces composés. En effet, la sélectivité
de ces composés envers certaines fonctionnalités des récepteurs BARs bénéfiques dans le
cas d’une la défaillance cardiaque est trés certainement a 1’origine de leur efficacité
thérapeutique : un composé capable de stimuler la voie Gi (via le récepteur 3,AR) par
rapport a la voie Gs, sera supposé avoir un effet anti-apoptotique décrit comme bénéfique
sur les cellules cardiaques, notamment dans les cas de défaillance. Aussi, I’effet distinct des
composés sur I’internalisation peut étre intéressant afin de rétablir le niveau de récepteur

BiAR, connu pour étre fortement diminué dans cette pathologie.

Les exemples comme ceux décrits ci-dessus foisonnent dans le domaine
pharmaceutique. L’utilisation d’un composé dénué d’effets secondaires, ou dont I’activité
pourrait étre accrue en ciblant ’activation d’une seule voie de signalisation, ou en séparant
réponse fonctionnelle et régulation du récepteur apparait profitable. D’autre part, il est
intéressant de noter que des composés ciblant les récepteurs BARs, avec une efficacité et
une sélectivité supposées identiques ne possédent pas les mémes effets secondaires ou les
mémes effets thérapeutiques. Il est certes probable que ces effets différentiels puissent

provenir des propriétés pharmacocinétiques des composés (solubilité, demi-vie, voie
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d’excrétion, etc.), mais il est aussi possible qu’une partie de ces effets réside dans des

propriétés non initialement repérées, provenant de la « sélectivité ».

Pourtant, lors de cribles de molécules a visée thérapeutique, seule une voie de
signalisation modulée par le récepteur considéré est analysée, le plus souvent la voie
classique stimulée par le récepteur, ou une voie artificielle, « forcée » par un couplage avec
une protéine mutante ou ubiquitaire telle la protéine Ga16 (Kostenis, 2001). De tels cribles
masqueront alors la richesse de texture de certains ligands. Ainsi, lorsque 1’on connait
I’effet thérapeutique recherché, il devient intéressant de décortiquer la voie signalétique ou
la fonctionnalité a I’origine de cet effet. Un crible des composés sur cette voie cible
révelera alors des composés porteurs de cet effet thérapeutique. Cependant, dans de
nombreux cas, les cribles ne recherchent pas nécessairement des composés pour une
pathologie donnée mais recherchent des composés « affin ». Pourtant, nous avons vu que la
richesse d’un ligand ne réside pas dans son affinité (bien qu’indispensable) mais dans sa
capacit¢ a sélectionner certaines fonctionnalités. Au regard de I’ensemble de cette
discussion, il apparait clairement que I’obtention d’un profil d’efficacité d’une banque de
compos¢ pour toutes les fonctionnalités d’un récepteur donné est un véritable tonneau des
Danaides. Certains cribles, en « multiplexing », basés sur des tests conformationnels du
récepteur pourraient toutefois permettre I’obtention d’une quantité de données suffisantes
afin d’avoir une information éclairée sur la « texture » d’un composé. Ainsi, I’utilisation de
tests conformationnels tels que ceux utilisés lors de notre deuxiéme étude, a savoir les
changements conformationnels monitorés par BRET au sein du complexe récepteur/sous-
unités de protéines G pourraient étre bénéfiques. On peut aussi imaginer la création de tests
similaires au sein des autres pré-complexes (récepteur/AKAP; récepteur/adénylate cyclase;
récepteur/caveoline). Ainsi, le nombre de conformations distinctes du récepteur
possiblement détectable sera directement dépendant du nombre de tests effectués. De la
méme maniere, |’utilisation de cribles en « multiplexing » pour différentes fonctionnalités

des RCPG pourrait permettre de lier de maniére directe certaines observations pré-cliniques
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avec une fonctionnalité donnée. Ainsi, des tests tels que le recrutement de la Parrestine, le
changement conformationnel de celle-ci, I’interaction entre la Parrestine et AP2,
I’activation des biosenseurs EPAC, ou Src, etc. permettraient de dévoiler la richesse des
composés. Toutefois, les différences de cinétiques d’activation de ces différentes
fonctionnalités peuvent étre un obstacle pour la création d’un crible en « muitiplexing ». Un
test conformationnel parait alors plus avantageux étant donné que les changements
structuraux sont observés dans les secondes suivant 1’activation du récepteur, et il sera aussi

possible de relier un changement structural donné avec un profil pré-clinique.

L’utilisation de programmes informatiques pertinents permettant 1’interprétation de
I’ensemble des données recueillies et permettant éventuellement de croiser ces données
avec d’autres résultats pré-cliniques, cliniques ou épidémiologiques sera certainement la clé

du succés pour I’obtention des médicaments du futur (Howe et al., 2007).
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S. CONCLUSION

L’homme a une certaine propension pour la simplicité : c’est blanc, c¢’est noir ; le
récepteur est actif, le récepteur est inactif. Pourtant, nous avons pu percevoir au cours de
cette thése la complexité avec laquelle les RCPGs transmettent I’information au sein de la
cellule. Cette complexité se retrouve a tous les niveaux de la cascade de transduction :
grande diversité de stimuli pouvant activer les récepteurs (photons, ions, petits peptides,
phospholipides, glycoprotéines...), grande variété de récepteurs (plus de 950 RCPGs
attendus d’aprés le génome humain), multitude de conformations adoptées, grand nombre
de voies de signalisations pouvant étre induites, nombreux systémes régulant cette
signalisation intracellulaire. Et il vraisemblable que le développement de nouvelles

techniques permettra I’observation d’une complexité encore plus grande.

Considérer cette complexité et 1’exploiter, notamment par I’intermédiaire de ligands
sélectionnant une fonctionnalité du récepteur permettra trés certainement 1’obtention de

médicaments possédant une spécificité et une efficacité thérapeutique accrue.
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Efficacies of drugs are generally determined by their ability to promote a quantifiable
biological response. In the context of the classical receptor occupancy theory, the
efficacy is considered an intrinsic property of the ligand/receptor pair and often
assumed to be the same towards all the responses evoked by this pair. The recognition
that a single receptor can engage different signalling pathways and that various drugs
binding to this receptor may differentially influence each of these pathways led to the
reassessement of the efficacy concept. Of particular notice, ligands that behave as
agonists toward a given signalling pathway, can act, through the same receptor, as
antagonists or even inverse agonists on a different pathway in the same cell. These
observations often referred to as ligand-directed trafficking of receptor signalling,
functional selectivity, biased agonism, ligand-biased efficacy, collateral or
pluridimensional efficacy have important implications for the molecular definition of

efficacy and the process of drug discovery.

INTRODUCTION

Since the inception of the concept of receptor to explain drug action by Clark [1, 2],
pharmacologists have tried to classify biologically active compounds based on their ability
to interact with and influence receptor activity. While working on the phenomenon of
partial agonism, Stephenson [3] recognized that at least two distinct parameters needed to

be invoked to characterize an agonist: the propensity of the compound to bind to the
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receptor as well as its ability to produce a response once bound. He thus introduced the

terms affinity for the binding step and efficacy for the production of a response. Although
direct measurement of affinity was made possible by the advent of radio-ligand binding
methodologies in the seventies [4], the efficacy term has remained somewhat elusive. One
of the difficulties in obtaining meaningful quantitative assessment of efficacy resides in the
fact that its measurements is indirect, being based on the assessment of down-stream
functional responses such as second messenger generation, ion fluxes or even more distal
events such as gene expression regulation. In addition to the tissue-dependent variability of
the activity measured, which was originally recognized by Ariens [5] and can reflect
differences in the number of receptor or their coupling efficiency, more recent findings
suggest that the apparent efficacy of drugs also varies depending of the effector systems

considered, confirming the evasive nature of efficacy.

Classically, drugs acting on GPCR were classified into two main categories, agonists and
antagonists that respectively promote or block receptor activation. In the last ten years, the
recognition that GPCR can exhibit constitutive activity led to the discovery of a third class
of compounds that can decrease such spontaneous activity and are known as inverse
agonists [6, 7]. In the framework of the classical receptor occupancy theory proposing that
receptors are in equilibrium between inactive (R) and active (R*) conformations, agonists
and inverse agonists are believed to promote or stabilize R* and R, respectively. Neutral
competitive antagonists for their part presumably compete for the binding of agonists or
inverse agonists but do not affect the equilibrium between receptor conformations, thus

having no intrinsic activity (for reviews see [8, 9]). Because the receptor conformational
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changes promoted by ligands were not directly accessible until recently, the efficacies of

drugs were generally deduced by their ability to modulate biological responses that can be
measured experimentally. Thus, the classification is commonly based on the ability of
ligands to modulate the G protein-dependent signalling pathway linked to the receptor
under study (ex: measuring cAMP, IP3, Ca"" intracellular concentrations). Classically, only
one signalling pathway was assessed for a given receptor and was used to define the
efficacies of all ligands acting through this receptor. However, many studies have shown
that receptors are not necessarily faithful to a single signalling pathway. For instance,
several receptors were found to couple simultaneously to more than one G protein subtype
(For a review, [10]). Although many of the experiments demonstrating the promiscuous
behavior of GPCR were carried out in heterologous expression systems where their
propensity to interact with distinct G proteins could result from their over-expression,
ample studies have confirmed their pleitropic nature in native tissues. One such example is
given by the thyrotropin receptor (TSH) that was found to simultaneously activate members
of all four classes of G proteins (Gs, Gij, Gg/11, and Gy2) [11] in human thyroid membranes.
In addition to this multiplicity in G protein coupling, GPCR have also been shown to
interact with a host of cytosolic and membranes proteins, including accessory proteins such
as arrestins, PDZ-domain containing proteins that can act as scaffolds, G protein receptor
kinases (GRK), tyrosines kinases, ion channels, and many others (for reviews, [12, 13]).
Although most of these interactions were first appreciated in the context of G protein-
mediated signalling regulation, many are now seen as genuine signalling events that in

some cases can occur independently of G protein involvement [14]. As a result, GPCR
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display a plethora of behaviors, including modulation of different signalling pathways,

desensitization, internalization, recycling and degradation, all being able to contribute to the

biological actions of ligand-bound receptors (Figure 1a).

According to the classical receptor occupancy theroy of receptor activation, where
receptors are in equilibrium between one active (R*) and one inactive (R) receptor state, it
could be predicted that, notwithstanding the peculiarities of some of the signalling
pathways considered, the relative ability of a particular ligand to modulate all pathways
engaged by the receptor should be similar, allowing to define an “efficacy” considered as
an intrinsic property of a ligand/receptor couple. However, in the past decade, several

studies challenged this prediction.

LIGAND-BIASED RANK ORDER OF POTENCY AND MAXIMAL RESPONSES

Among the evidences that lead investigators to reassess the operational definition of
efficacy were the observations that rank order of the relative potencies and/or maximal
responses observed for a panel of ligands could be different when considering the different
signalling pathways regulated by a unique receptor [15-25]. This type of data was often
interpreted as an indication that distinct ligands can stabilize different active conformations
of the receptor that differ in their propensities to activate the various signalling pathways.
Although this is a reasonable explanation, some of these data could also be reconciled with
the classical receptor occupancy theory by invoking differences in signal amplification

between the pathways, leading to pathway-specific “spare receptors”. Independently of the
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mechanism underlying this phenomenon, similar observations made by many

investigators firmly established that the ability of a compound to modulate a given
signalling pathway cannot be directly extrapolated to another signalling pathway engaged

by the same receptor.

The observation in several studies that the rank order of maximal response obtained for
series of ligands can be reverse depending on the signalling pathway considered for a given
receptor could not be explained by difference in amplification and provided additional
support to the notion that a ligand can display distinct efficacies toward different effector
systems. A classical example of such phenomenon is provided by the study of Berg et al.
[16] that considered the maximal responses evoked by several agonists of the serotonin 2A
and 2C (SHT-2A and 2C) receptors on two signal transduction pathways independently
coupled to the receptors (i.e. inositol phosphate accumulation and arachidonic acid release).
For the 5HT-2C receptor, the authors found that TFMPP and quipazine preferentially
activated the inositol phosphate production whereas DOI and bufotenin favoured the
arachidonic acid release. These data and similar results that have been extensively reviewed
[26] clearly suggest that more than one active receptor conformation can exist and be
promoted or stabilized differentially by different ligands, a phenomenon often referred as
ligand-directed trafficking of receptor signalling (LDTRS), functional selectivity or biased

agonism [27-29] that we will thereafter call ligand-biased efficacy (Figure 1b).

LIGANDS DUAL EFFICACY
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Among the most spectacular evidences supporting the concept of ligand-biased

efficacy is the observation that some molecules possess dual and opposite efficacies
towards different pathways [30-35]. For instance, it was observed that ICI118,551 and
propranolol, two inverse agonists for the B2-adrenergic receptor-stimulated cAMP
production, stimulate the mitogen-activated protein kinases (MAPK) ERK1/2, thus acting
as agonists on that pathway [30]. Similarly, proxyfan, a high affinity histamine H3 receptor
ligand, behaves as a partial agonist for both cAMP accumulation and MAPK activation but
acts as an inverse agonist for the independently regulated arachidonic acid release [31]. The
existence of compounds having opposite efficacies on different signalling pathways
through a unique receptor strongly suggests that the receptor conformation stabilized by a
given ligand can be active toward one effector system while being inactive for another.
This is clearly irreconcilable with the classical receptor occupancy theory of receptor
activation, predicting that a receptor is either on or off. A multi-state receptor model
whereby individual ligands can stabilize or select specific conformations with different
efficacy profiles toward downstream effectors more easily explains such observations. In
that context, when considering two distinct signalling pathways modulated by a single
receptor, multiple efficacy combinations are theoretically possible. Compounds could be
agonist for the two pathways, inverse agonist for the two pathways, or have opposite
efficacies on each of the pathways. This prediction was recently verified in a study
assessing the ability of a panel of beta-adrenergic ligands to modulate the activity of the
adenylate cyclate (AC) and the MAPK. Inverse agonists for the AC activity were found to

be either agonists, neutral antagonists or inverse agonists for the MAPK pathway whereas
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agonists for the AC pathway were either agonists or neutral antagonists toward MAPK.

These studies revealed that classifying compounds based on their ability to modulate a
single effector system does not provide a complete description of their signalling potential.
A more complete representation of the signalling potentialities of a ligand could therefore
be better served by considering the diversity of activities of the different effectors engaged
by a given receptor. Such representation can be achieved using a Cartesian representation in
which each dimension corresponds to a signalling output (Figure 2). This empirical model
offers a representation of efficacy in “n” dimension, resulting in “2" efficacy quadrants
corresponding to the entire signalling potential of a receptor. Hence, the efficacy of a
compound could theoretically be described by the use of spatial coordinates allowing the
attribution of quantitative terms for each of the activity deemed important for a particular

system.

Obviously, the large number of possible signalling output makes it difficult in practice to
systematically represent the efficacy of compound/receptor couples according to the
ensemble of their potential activities. Pragmatically, choices concerning the most pertinent
signalling events for a given system will have to be made and most descriptions will remain
fragmentary. Thus, educated decisions concerning the outputs to be considered will need to

be made for the characterization of a specific drug in a given context.

MOLECULAR BASIS OF LIGAND-BIASED SIGNALLING
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Independently of the impact that the findings described above have on the definition and

representation of efficacy, they raise fundamental questions about the molecular correlates
of signalling efficacy. The underlying mechanism for the pluridimensionality of efficacy
has been attributed to the ability of compounds to promote unique, ligand-selective
conformations of receptors that have differential propensities to engage different
transduction pathways. Although direct links between specific receptor conformations and
differential signalling efficacies have not been established yet, several studies have
documented the ability of different ligands to promote/stabilize ligand-selective structural
rearrangements. Using purified receptors covalently labelled with fluorescent probes, it was
established that ligands with different signalling efficacies lead to structural rearrangements
that have distinct fluorescence signature [36, 37]. More recently, monitoring intramolecular
FRET changes between genetically engineered fluorescent markers within receptors
allowed the detection of apparently opposite conformational changes promoted by distinct
ligands [38, 39]. In these studies, the differences in conformational changes were analysed
in the context of their efficacy toward a single signalling pathway and much importance
was given to the difference observed between agonists, partial agonists and inverse agonists
for that pathway. Monitoring changes between only two points within the receptor may not
be sufficient to appreciate the subtle structural difference that may direct efficacy profiles
toward various effector systems. Insertion of multiple probes within the receptor/effector
complexes may provide the number of “view-points” that may be needed to detect the full
spectrum of conformational changes stabilized by various ligands. The detection of distinct

conformational changes promoted by different ligands by monitoring BRET between
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probes inserted into different positions within the G protein a, B and y subunits as well as

into the receptor [40, 41] leads to believe that this is a possibility worth investigating.

LIGAND SELECTION OF DISTINCT POTENTIAL SIGNALLING PARTNERS

Although the detection of the precise conformational changes underlying the specific
efficacy profiles of different ligands will most likely await further technological
developments, ample evidence indicate that different ligands can favour the interaction of
receptor with distinct proximal effectors. Ligand-selective coupling to distinct G proteins
has been particularly well studied in that regard [42-52]. Interestingly, although the same
signalling read-out may be turned on, activation by different ligands can select different G
proteins to achieve this response. For example, in HEK293 over-expressing Gas, amylin
was found to stimultate calcium transient response with a higher potency than rat CGRP
through the calcitonin receptor whereas the contrary was found in Gaoi-enriched cells,
indicating that rat CGRP favors coupling of the calcitonin receptor to Gai whereas amylin
favors its coupling to Gas [50]. Ligand-selective G protein coupling was not only observed
in heterologous over-expression systems. For instance, in hippocampal neurons, it was
demonstrated that, although activation of cannabinoid 1 (CB1) receptor classically leads to
Gai coupling and inhibition of cAMP production, the CB1 aminoalkylindole agonist
WINS55,212 increased intracellular calcium through a Gai-independent process involving

Gag/11 [48].
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Agonist-biased effects are not limited to selection among G protein subtypes and

examples of selection between G protein-dependent and -independent pathways have also
been reported. One signalling pathway for which G protein-independent signalling has been
particularly well characterized is the activation of the MAPK cascade. Although almost all
G protein subtypes (Gq/11, Gi/o, Gs) can engage pathways leading to MAPK activation,
additional cascades working independently of the G proteins but involving the scaffolding
protein Parrestins have been described [53, 54]. Strikingly, some of the ligands working

through receptors that can activate MAPK via both G protein-dependent and independent processes
can select one or the other of these pathways. A good example of such selection is provided by the

parathyroid hormone (PTH) receptor. Whereas PTH 1-34 activates MAPK through stimulation
of both Gas and Parrestin pathways, PTH 7-34 and PTHrp 1-36 are able to selectively
engage either B-arrestin (PTH 7-34) or G protein (PTHrp 1-36) to stimulate MAPK [55].
Similarly, although binding of angiotensin-II (Ang-II) to the angiotensin-1 (AT1) receptor
engage both Goq and Parrestin to activate MAPK, the Ang-II analog
[sarcosinel,lle4,lle8]Ang-I1 fails to activate Gog-mediated signalling and stimulates

MAPK in an exclusively Parrestin-dependent manner [53].

EXTENDING THE CONCEPT OF PLURIDIMENSIONALITY OF EFFICACY

Over the last twenty years, it has become clear that signalling efficacy through GPCRs is
not static and that multiple mechanisms control the responsiveness of receptor systems as a
function of both the intensity and duration of the stimuli. Among these, desensitization and

internalization resulting from receptor phosphorylation have attracted considerable
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attention. In recent years, increasing evidences have suggested that not all ligands with

similar apparent efficacy toward a given signalling pathway display similar propensity to

trigger theses regulatory events, a concept that as been termed collateral efficacy [56-64].

Given that the desensitization and internalization processes have direct impact on signalling
output, the ability of different compounds to initiate them should probably be included into
the pluridimensional description of GPCR ligand efficacy. Classically, agonists but not
antagonists were believed to induce ligand-promoted endocytosis. Clearly, the recognition
that a compound can be an agonist for a signalling pathway but an antagonist or even an
inverse agonist for another (see above) makes this simple vision obsolete. Antagonist-
induced down-regulation of the SHT-2A receptor was reported as early as the late 70s [65]
and observed for numerous other GPCRs since then. For instance, neutral antagonists for
the cognate G protein signalling pathways of the cholecystokinin receptor (CCKR) [66],
endothelin A receptor [67], PTH receptor [68], neuropeptide Y Y1 receptor [69] and
chemokine (C-C motif) receptor 5 (CCRS) [70] were described to trigger receptor
internalization. On the other hand, it was observed that NIB56297 and NIB55886, two
efficacious melanocortin 4 (MC4) receptor agonists towards cAMP accumulation and
calcium mobilization do not promote receptor internalization whereas the endogenous MSH
peptides lead to receptor endocytosis in addition to being agonists on the two signalling
pathways [71]. A recent study extended these observations to the endogenous inverse
agonist agouti-related protein (AgRP) that inhibits spontaneous MC4R and MC3R

signalling but induces endocytosis of the two receptors [72]. Additional examples of
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ligand-biased efficacy extending beyond receptor signalling can be found in [73]. In

addition to differentially influence the desensitization/resensitization patterns of a given
receptor, ligands that differ in their ability to promote endocytosis may have different
signalling consequences. Indeed, ligand-promoted endocytosis of several GPCRs have been
shown to be either required for MAPK activation and/or to spatially direct the site of action
of the activated MAPK [74]. Thus, the spatio-temporal regulation of both the
responsiveness of classical plasma membrane-restricted signalling and of the intracellular
activation of MAPK can be affected differently by ligands promoting distinct

desensitization and endocytosis patterns.

A striking example of how ligand-biased regulation of desensitization and endocytosis
could have important physiological and therapeutic repercussion is provided by the p-
opioid receptor. Whereas morphine is an agonist towards the Gai-promoted inhibition of
cAMP production and potassium channel opening, it is much less effective than other
opioid agonists in promoting receptor phosphorylation, B-arrestin recruitment, and
internalization [63]. The observation that various opioid ligands differ in their relative
propensity to promote signalling and endocytosis led to the concept of “RAVE” (relative
activity versus endocytosis) [75] and it was suggested that compounds with high RAVEs
(ie: high apparent efficacy towards signalling but low propensity to promote endocytosis)
would have greater propensity to lead to a loss of analgesic action and the development of

tolerance. Although the predictive power of such a parameter remains to be firmly
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established, these studies reinforce the notion that ligand-biased signalling and

regulation could have dramatic implications for the development of therapeutically active

compounds.

BIASED ALLOSTERIC MODULATION OF SIGNALLING

In recent years, increasing attention has been given to compounds that influence receptor
activity by binding to sites distinct to that of the natural ligands. These allosteric
compounds can either have intrinsic agonistic activity (allosteric agonists) and/or modulate
the activity of orthosteric ligands acting through the binding pocket of the natural ligand
(allosteric modulators). The fact that orthosteric ligands can have distinct apparent
efficacies depending on the signalling output considered thus raises the possibility that
allosteric modulators may also differentially regulate the various responses evoked. For
instance, binding of allosteric modulators could theoretically change the receptor’s
conformation in a way that favors a signalling pathway but inhibit another one, thus being
simultaneously a positive and negative modulator depending of the signalling activity
considered. Such theoretical possibility has been confirmed experimentally by the
observation that N-{4-chloro-2-[(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl) methyl]phenyl}-
2-hydroxybenzamide (CPPHA), an allosteric modulator of the mGIuRS5, potentiates the
calcium mobilization induced by the orthosteric agonist 3,3'-difluorobenzaldazine (DFB)
but decreases the maximal ERK1/2 activation stimulated by the same orthosteric agonist in

cortical astrocytes [76].
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IMPACT OF LIGAND-BIASED SIGNALLING ON DRUG DISCOVERY

The observations summarized in the previous sections clearly demonstrate that compounds
can have differential effects on the diverse signalling and regulatory repertoire of a single
receptor. Thus, ligand efficacy can no longer be considered as an intrinsic property of a
ligand/receptor couple, but must include the downstream effects being considered. This has
obvious implications for the drug discovery process. At the conceptual level, it changes the
perception of what proper target validation for drug discovery should be. Indeed, not only
should the involvement of a given receptor into pathological and/or therapeutic processes
be validated, but also as much information as possible about the pertinent signalling
pathway(s) involved should be gained before initiating a search for a therapeutically active
compound. Indeed, it is conceivable that the appropriate therapeutic action could be best
reached by selectively modulating only a subset of a receptor signalling repertoire. Also,
whether compounds uniformly activating (or inhibiting) the ensemble of the pertinent
pathways or selectively modulating different subsets of the repertoire would be preferable,
is a question that should probably be taken into consideration. Differentially activating or
inhibiting specific signalling modalities could not only offer better therapeutic efficacies
but also decrease the undesirable effects that could result from altering a pathway that is

unrelated to the therapeutic process.

Drug discovery approaches that would consider the nature of the specific signalling
output(s) to be targeted by the drug candidate dramatically contrasts with the dominant

drug screening strategies currently used by pharmaceutical companies. In most cases, large
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high throughput screening assays are based on a unique signalling output that is

deemed universal and can be used for the largest possible number of targeted receptors.
Although this approach is often successful in identifying useful biologically active ligands
that can become drug leads, it limits our vision of compound efficacy to a single pathway
that may or may not be related to the wanted therapeutic activity. As a result, compounds
with the appropriate activity can either be missed or mislabelled with the wrong apparent
efficacy for the clinically relevant pathway . It follows that the choice of the screening
assays becomes a non trivial decision that should not be based only on practical
considerations but should also try to link the postulated therapeutic mechanism to the
screening assay mode. This presupposes considerable knowledge about the molecular basis
of the pathological conditions to be treated, and about the relationships between specific
signalling pathways and the ensuing physiological responses. Unfortunately, this level of
knowledge is often not available at the time of initiating a screening campaign. Alternative
solutions that could be considered to increase the chances of identifying compounds with

the appropriate signalling efficacy are discussed below.

Given the rapid progress being made in the development of high content assay systems that
permit the detection of several read-outs simultaneously [77-80], we can envisage that
monitoring multiple signalling pathways into a single high throughput assay format will
soon become feasible. Thus, multiplexing assays that can monitor the activities of the most
relevant signalling pathways for a given receptor would offer a mean to identify a larger

diversity of biologically active compounds in a single screen and to obtain a wealth of
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information on their signalling activity profiles; information that could be used in

later stages of the drug development by linking specific signalling activity profiles to
potential therapeutic value. Despite the potential benefits of such an approach, the large
computational and analysis power needed to integrate assay multiplexing into primary high
throughput screening campaigns may be a limiting factor. Alternatively, the activity of hit
compounds identified from generic high throughput screens based on a single signalling
pathway could be at least tested for the other potentially pertinent signalling modalities in
secondary screens, so to maximize the available information before they are processed
further into structure function analysis and medicinal chemistry programs aimed at
improving their potency and selectivity. Although this will complicate the simple linear
structure-activity-relationsip (SAR) analyses that are classically performed by medicinal

chemists, it offers the potential for true mechanism-based drug discovery.

Since compounds must first bind to receptors and cause conformational changes to promote
a response, alternative approaches based on the detection of these early events rather than
downstream signalling could also be considered for high throughput primary screens. This
would allow to identifying the subset of ligands that can modulate receptor conformation in
an unbiased manner before assessing their signalling activities toward a panel of pathways
deemed pertinent. In essence, using ligand binding asssays in primary screens is based on
this idea. However, the unavailability of readily usable labelled ligands for many receptors
combined with the difficulties associated with the interpretation of competition binding

assays, in particular for allosteric ligands, limit the general applicability of binding/based
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screening. The recent development of assays that can directly monitor ligand-promoted

conformational rearrangements of receptors using either purified proteins [81] or cell based
systems [39] could offer interesting replacement approaches for classical binding assays. These
tools would allow the detection of the conformational changes induced by most orthosteric
and allosteric ligands, thus permitting a first selection of the potentially biologically active

compounds before establishing their efficacy profiles in a variety of signalling assays.

Regardless of the strategies that will ultimately be chosen by the pharmaceutical industry,
there is little doubt that the concept of ligand-biased signalling will sooner or later have a
significant impact on the drug discovery process. Those who will find the most original

solutions will certainly be the best positioned to harvest the fruits of this new paradigm.
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GLOSSARY

Ligand-directed trafficking of receptor signalling, Functional selectivity, Biased

agonism, Ligand-biased efficacy: Those terms all refer to the ability of different ligands

to induce/stabilize distinct receptor conformations that will lead to differential modulation

of receptor activities (signalling, phosphorylation, internalization, etc).

Collateral efficacy: By opposition to linear efficacy, refers to the notion that every GPCR

can engage several distinct effectors that can be independently modulated by different

ligands.

Orthosteric site: The recognition site on a receptor to which the endogenous ligand binds.

Allosteric site: Any recognition site on a receptor that is distinct from the orthosteric site.

Allosteric modulator: Ligand that increases or decreases the efficacy and/or affinity of an

orthosteric agonist or antagonist by binding to a distinct allosteric site on the receptor.

Allosteric agonist: Ligands that are able to directly activate a receptor by binding to a

recognition domain distinct from the orthosteric site

Inverse agonist: Ligand that inhibit the spontaneous/constitutive activity of a receptor
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Neutral antagonist: Ligand that block receptor response by competing with agonists or

inverse agonists

Spare receptors: Refers to the notion that the full contingent of receptors does not need to

be activated to promote the maximal response.
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Box 1

Possible Solutions to Take Advantage of Pluridimensionnal Efficacy in Drug

Discovery

- Include knowledge about the signaling pathways pertinent to the
therapeutic indication considered in the selection of the screening assay(s)
to be performed.

- When possible, multiplex several assays covering a wide spectrum of the
target’s biological activity in the primary high throughput screening.

- When first screening with a generic screen targeting a single signaling
pathway, include many secondary selective assays that cover the signaling
repertoire of the target.

- In the future, develop generic conformational biosensors that would allow
the identification of all compounds (orthosteric and allosteric) that can bind
the receptor followed by their profiling through arrays of selective activity
sorting assays.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Pleiotropic nature of GPCR signalling. a) Schematic representation of some of
the effector pathways that are engaged by G protein-coupled receptors and the type of
activity that they can regulate. Examples of such activities include modulation of G protein-
dependent or independent signaling pathways, desensitization and endocytosis. b)
Schematic representation of ligand-biased efficacy, where three different ligands can
induce/stabilize different receptor conformations, each promoting distinct relative efficacies
toward different effector systems. Gos/i/o/12/13/g/11, heterotrimeric G protein alpha
subunits of different classes; GRK, G protein receptor kinase; Parr, beta-arrestin; PKC,
protein kinase C; PKA, cAMP dependent protein kinase; AP2, adaptor protein 2; Dyn,
dynamin; Jak, Janus kinase; GIP, other GPCR interacting proteins; R, receptor; A, B and C,

proteins or group of proteins implicated in a specific signalling pathway.

Figure 2. Pluridimensionality of ligand efficacy. Cartesian representation of compound
efficacy profiles in three dimensions (x,y,z). Each axis represents a specific read-out for
receptor activity. Example of how the pluridimensional activity of a given compound can
be illustrated and described in the context of a cartesian representation. The compound
illustrated possesses a positive efficacy for the read-out x (with a relative efficacy of 3), a
positive efficacy for the read-out y (with a relative efficacy of 2) and a negative efficacy for
the read-out z (with a relative efficacy of -2). The relative maximal efficacy (REmax) is
determined for each read-out in relation to a full agonist (positive regulators) or a full

inverse agonist (negative regulators) in this specific activity read-out. The global efficacy
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of a compound can then be given by the cartesian coordinates describing its position

in the pluridimensional activity space.
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Coordinates of efficacy:

(REmax x, REmax y: REmax;)
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