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I. RÉSUMÉ 
Les chimiokines sont de petites protéines impliquées dans la migration cellulaire. 

La chimiokine CXCL12 (aussi appelée SDF-1) signalise via le récepteur CXCR4. CXCR4 

est surexprimé dans plus de 20 types de cancer et est associé à une augmentation du taux 

de métastases, de la croissance de cellules cancéreuses ainsi qu’à leur survie. La diversité 

et la complexité de la signalisation de CXCR4 font l'objet de nombreuses recherches, mais 

CXCR4 signalise par deux voies principales: Gαi et β-arrestine. Les mécanismes de 

régulation du recrutement de la β-arrestine demeurent à préciser, mais le récent cadre 

d’interprétation décrit un mécanisme de recrutement en deux étapes permettant deux 

niveaux d’interaction. La première étape permettrait la liaison de l’extrémité C-terminale 

du récepteur à la β-arrestine, formant une interaction partielle, tandis que la seconde 

permettrait une liaison subséquente de la β-arrestine au cœur du récepteur, formant une 

interaction complète. 

Ce projet étudie ces différentes modalités de recrutement à l’aide des mutants 

constitutivement actifs de CXCR4 ; N119S et R134A, et ce en utilisant des systèmes de 

transfert d'énergie de résonance de bioluminescence (BRET). Nous avons confirmé que 

CXCR4 N119S est un mutant constitutivement actif (CAM) à la fois sur le Gαi et la voie 

arrestine. En revanche, R134A est un mutant constitutivement inactif (CIM), soit dépourvu 

de signalisation par la protéine G, mais recrute cependant spontanément la β-arrestine 2. 

Nous suggérons que les différences de recrutement de la β-arrestine observés en 

BRET entre ces deux mutants représentent des modalités de recrutement différentes. Ainsi, 

le mutant N119S représentait l’interaction complète tandis que le mutant R134A 

représentait l’interaction partielle. De façon similaire, nous observons des différences 

d’activation de ERK par immunoblot entre ces mutants. Finalement, l’utilisation de la PTX, 

inhibant l’activation de la Gαi, démontre que le mutant R134A recrute la β-arrestine à 

travers une modalité différente. Nous suggérons que ce mutant permet la formation d’un 

megaplex entre la protéine G hétérotrimérique et la β-arrestine. 

 

 

Mot clés : CXCR4, β-arrestine, GRK, BRET, WHIM
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II. SUMMARY 
 
 

Chemokines are small proteins involved in cell migration. The chemokine CXCL12 

(SDF-1) signals via the receptor CXCR4. CXCR4 is overexpressed in more than 20 types 

of cancer, and associated with metastasis and increased cancer cell growth and survival. 

The diversity and complexity of CXCR4 signaling are subject to research, but CXCR4 

signals through two major pathways: Gαi and β-arrestin 2. Regulatory mechanisms for β- 

arrestin recruitment remain to be defined, but the recent interpretive framework describes 

a two-stage recruitment mechanism allowing for two levels of interaction. The first step 

would allow binding of the C-terminal end of the receptor to β-arrestin, forming a partial 

interaction, while the second would allow subsequent binding of β-arrestin to the core of 

the receptor, forming a complete interaction. 

This project studies these different recruitment modalities using the constitutively 

active mutants of CXCR4; N119S and R134A, using bioluminescence resonance energy 

transfer (BRET) systems. We confirmed that CXCR4 N119S is a constitutively active 

mutant (CAM) on both Gαi and the arrestin pathway. On the other hand, R134A is a 

constitutively inactive mutant (CIM), thus lacking signaling by the G protein, but 

spontaneously recruits β-arrestin. 

We suggest that the differences in recruitment of β-arrestin observed in BRET 

between these two mutants represent these different recruitment modalities. Thus, the 

mutant N119S represents the complete interaction while the mutant R134A represents the 

partial interaction. Similarly, we observe differences between these mutants in activation 

of ERK by Immunoblot. Finally, the use of PTX, inhibiting the activation of Gαi, 

demonstrates that the mutant R134A recruits β-arrestin through a different modality. We 

suggest that this mutant allows the formation of a megaplex between β-arrestin and the 

heterotrimeric G-protein. 

 

 

Keywords:  CXCR4, β-arrestin, GRK, BRET, WHIM
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III. ABRÉVIATIONS 
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MAPK Mitogen-activated protein kinase 
N-terminal Amino-Terminal 
PBS Phosphate saline buffer 
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PKC Protein Kinase C 
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PTX Pertussis Toxin 
R Arginine 
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1. INTRODUCTION 
 

1.1 GPCR 
 

La famille des GPCR (G protein-coupled receptors) ou 7TMR (récepteurs à 7 

domaines transmembranaires) forme une des plus grandes familles de récepteurs exprimés 

à la surface de la membrane plasmique des cellules de mammifères (1). Cette famille de 

récepteurs, exprimée uniquement chez les eucaryotes, est responsable de la régulation de 

nombreuses fonctions cellulaires chez les mammifères telles que l’odorat, la vue, le goût , 

les fonctions immunes, nerveuses, rénales et cardiovasculaires ainsi que la signalisation 

hormonale (2). La place centrale qu’occupent ces récepteurs au sein de la régulation de ces 

systèmes en fait une cible pharmacologique de premier choix. En effet, près de 50% des 

médicaments sur le marché et en développement ciblent des GPCR et leur mécanisme de 

régulation (3). Les ligands de ces récepteurs sont diversifiés et comprennent acides aminés, 

hormones, peptides, protéines, et même des ions (1). 

Leur nom provient de leur structure caractéristique qui est constituée de sept hélices 

transmembranaires, d’une extrémité N-terminale extracellulaire, agissant en concert avec 

les 3 ECL (extra-cellular loops) afin de lier les différents ligands. L’extrémité C- terminale 

intracellulaire interagit avec les différents effecteurs à l’aide des 3 ICL (intra- cellular 

loops). Cette extrémité C-terminale permet l’interaction d’une majorité de GPCR avec une 

protéine G hétérotrimérique, responsable du recrutement d’effecteurs activant les 

différentes voies de signalisation cellulaire spécifiques (4). 

La famille des GPCR comprend 6 classes de récepteurs, classés de A à F et regroupés 

en fonction de leur homologie de séquences et leurs similarités fonctionnelles. Les classes 

A à F regroupent respectivement les Rhodopsin-like, Secretin receptor family, 

Metabotropic glutamate/pheromone, Fungal mating pheromone receptors, Cyclic AMP 

receptors et Frizzled/Smoothened (5). 

Le champ d’intérêt de l’étude se concentre sur le récepteur CXCR4, membre de la classe 

A des récepteurs Rhodopsin-like. Les GPCR de classe A feront donc ici l’objet 

d’informations plus détaillées que les autres classes. Cette classe représente la plus grande 

des classes de GPCR avec plus de 700 récepteurs. Elle rassemble notamment les récepteurs 



2  

de rhodopsine, les β-2-adrénergiques, des opioïdes, hormonaux, visuels ainsi que les 

récepteurs de chimiokines (5). L’implication de ces récepteurs dans ces fonctions 

biologiques en fait une cible d’intérêt. De plus, il existe une forte homologie de séquence 

entre les différents récepteurs de la classe A, notamment une séquence E/DRY dont il sera 

l’objet plus loin. Ces homologies de séquences  permettent d’identifier les mécanismes 

applicables à de nombreux récepteurs à l’aide d’un récepteur modèle (6). Par exemple, les 

récepteurs β-2-adrénergiques ainsi que CXCR4 sont fréquemment utilisés comme 

récepteurs modèle afin de fournir des informations sur les mécanismes des GPCR de classe 

A (5). 

 
1.2 Les protéines G hétérotrimériques 

 
Les GPCR signalisent principalement grâce à l’association de protéines G 

hétérotrimériques. Cependant, il a été démontré récemment que les GPCR ont la capacité 

de signaliser grâce à des mécanismes indépendants des protéines G, notamment à l’aide 

des β-arrestines (7). 

Les protéines G, aussi connus sous le nom de guanine nucleotide-binding proteins, 

regroupent une famille de d’effecteurs intracellulaires responsables de la transmission du 

signal provenant des GPCR, après leur stimulation respective par un stimulus extérieur, 

vers leurs protéines effectrices (7). Membres de la famille des GTPases, les protéines G 

sont des protéines hétérotrimériques composées de sous- unités α, β, et γ (7, 8). L’activité 

des protéines G est régulée par des facteurs contrôlant leur capacité à hydrolyser le 

guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP). Lors de la liaison du GTP, 

la protéine G est activée, la sous-unité Gα se dissocie des sous-unités Gβγ et lorsque le 

GTP est hydrolysé, la protéine G retourne à son état inactivé, ce qui permet l’association 

des sous-unités Gα et Gβγ (9). 

La liaison d’un ligand sur un récepteur de type GPCR induit un changement de 

conformation au sein du récepteur. Ce changement de conformation est responsable de 

l’activation des protéines G. Une fois activé, le récepteur agit comme facteur d’échange 

de guanine (GEF), induisant l’échange du GDP lié à la sous-unité Gα pour un GTP, 

activant ainsi l’activation de la protéine G hétérotrimérique (7). Une fois activée, la 

protéine G induit l’activation subséquente de protéines effectrices situées en aval de sa 
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cascade de signalisation. Lorsqu’activée, la sous-unité Gα a une activité GTPase, 

responsable de l’hydrolyse du GTP en GDP et la terminaison de la signalisation (7). 
 
 
 

 
 

Figure   1.   Schéma   du    mécanisme    d'action    des    protéines    G    (10). La 
sous-unité α dispose d’un site catalytique interne permettant l’interaction avec le 
GDP/GTP. La structure de la sous-unité α active est similaire à celle inactive. 

 
 

La toxine de Pertussis PTX est une endotoxine produite par la bactérie Bordetella 

Pertussis, responsable de la coqueluche. Elle est utilisée en laboratoire afin de bloquer 

l’action des protéines G. La PTX catalyse l’ADP-ribosylation de la sous-unité α, 

empêchant l’interaction de cette dernière avec le récepteur. L’effet de la PTX sur la 

structure de la sous-unité α n’est pas entièrement compris, mais la toxine induirait un 

changement de structure de la sous-unité α, provoquant une conservation dans son état 

lié au GDP, soit son état inactif (11). 
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1.3 Arrestine 
 

Les arrestines sont une famille de protéines impliquées dans la transduction du signal 

des GPCR. Ces protéines de taille moyenne (44-48 kDa) font preuve d’une impressionnante 

versatilité en interagissant avec plusieurs centaines de GPCR, de protéines de signalisation 

et d’internalisation (12). La famille des arrestines comprend quatre arrestines ; l’arrestine 1 

et 4, aussi nommées arrestines visuelles, dont l’expression est restreinte aux photorécepteurs 

situés dans les cônes et bâtonnets de la rétine, l’arrestine 2, ou β-arrestine 1, ainsi que 

l’arrestine 3, aussi nommée β-arrestine 2 (13). Notre champ d’intérêt se portant sur 

l’arrestine non visuelle β-arrestine 2, les arrestines 1 et 4 ne seront pas plus détaillées. 

Les arrestines sont des protéines d’échafaudage permettant la désensibilisation, 

l’internalisation ainsi que la transduction du signal auprès des GPCR en réponse à un 

stimulus. En se liant au récepteur sur sa face intracellulaire, la β-arrestine obture le site de 

liaison de la protéine G, mettant fin à son activation; ce processus est appelé 

désensibilisation (14). Subséquemment, la β-arrestine, liée au récepteur, interagit comme 

une protéine d’échafaudage afin de permettre la liaison, et l’activation, des différents 

facteurs, tel que ERK (15). 

Structurellement, afin qu’un complexe arrestine-récepteur se forme, il est nécessaire que le 

récepteur soit dans une conformation active et qu’il soit phosphorylé (16, 17). Une fois 

activé, la conformation du récepteur se modifie, les hélices 5 et 6 du récepteur se déplacent 

vers l’extérieur, formant une cavité du coté cytoplasmique du récepteur. Cette cavité permet 

la dissociation de la sous-unité Gα, liée au récepteur, des sous-unités Gβγ. Il a récemment 

été suggéré que cette cavité serait responsable de la liaison de la β-arrestine en permettant 

l’insertion du ‘’finger-loop’’ de la β-arrestine (18). La liaison d’arrestine avec l’extrémité 

C-terminale du récepteur n’est, quant à elle, que partiellement établie, mais il a été suggéré 

que certaines des régions de phospho-senseurs de la β-arrestine seraient responsables de la 

liaison de la β-arrestine, tandis que d’autres contrôleraient l’activation différentielle de celle-

ci. Les informations disponibles sur la formation du complexe récepteur-arrestine 

supportent l’hypothèse d’un modèle séquentiel de liaison dépendant de sites multiples. Ce 

mécanisme séquentiel a récemment été décrit en 2 étapes ; une première étape avec une 

interaction avec l’extrémité C-terminale phosphorylée du récepteur, et la deuxième étape 

serait l’insertion du ‘’finger loop’’ de la β-arrestine au centre du récepteur (18, 19). Le 
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mécanisme d’interaction entre le récepteur et l’arrestine sera abordé plus en détail à la 

section 1.5. 
 
 
 
 

 
 
 

Figure   2.   Représentation   de    la    structure    de    la    β-arrestine    (20). La 
structure de la β-arrestine est composée de deux domaines, C-terminal et le N- 
terminal. La structure finger loop se situe dans le domaine N-terminal. 

 
 

Le rôle différentiel des deux β-arrestines n’est à ce jour pas encore bien défini, mais 

les deux protéines jouent plusieurs rôles lors de la signalisation des GPCR. Leur rôle 

principal est d’induire l’arrêt de la transduction du signal, ou la désensibilisation, par les 

protéines G hétérotrimérique ainsi que l’endocytose du récepteur (21). Cependant, à la 

lumière des récentes observations, la β-arrestine s’est imposé comme une nouvelle voie de 

signalisation indépendante (22, 23). 

 
1.4 Diversité signalétique de la β-arrestine 

 
Les arrestines ont tout d’abord été identifiées comme interagissant avec les 

clathrines (24). Depuis, le nombre de leurs partenaires d’interaction a été très largement 

étendu. 
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Cependant, même si les interactions récepteur-arrestines restent à mieux comprendre, nous 

ne disposons que de très peu d’informations sur les interactions arrestines-protéines 

effectrices, sinon que le recrutement de ces protéines est fortement dépendant de la 

conformation qu’adopte celle-ci (25). En effet, la conformation qu’adopte la β-arrestine est 

hautement variable, notamment lorsqu’elle est liée au récepteur. Ainsi, on observe que les 

interactions avec Raf et ERK, des voies de signalisations liés a la migration et à la 

prolifération cellulaire, sont favorisées lorsque la β-arrestine est liée au récepteur tandis 

que Mdm2 (internalisation) et JNK3 (activation des MAPK) interagissent de préférence 

avec la β-arrestine lorsqu’elle est dissociée (26). 

Les GPCR signalisent à travers différentes voies. Les deux voies principales sont : 

la voie dépendante des protéines G et l’autre la voie indépendante des protéines G (16). La 

signalisation à travers les protéines G constitue le mécanisme de signalisation classique des 

GPCR. Suite à la liaison du ligand, la conformation du récepteur est altérée et active la 

dissociation de la sous-unité Gα des sous-unités Gβγ. Une fois les sous-unités dissociées, 

le récepteur est alors actif, il peut alors permettre la signalisation à travers ses différentes 

voies de signalisation, notamment ERK, la phospholipase C, PI3K (chimiotaxie et adhésion 

cellulaire) ou être internalisé. La liaison subséquente de la β-arrestine entraine la 

terminaison de la signalisation via les protéines G, possiblement à travers un mécanisme 

de compétition pour la cavité interne du récepteur, ainsi que l’internalisation du récepteur 

et donc une désensibilisation (27).  

 

Cependant il existe une voie de signalisation alternative, indépendante des protéines 

G. Découverte plus récemment, cette voie permet l’activation du récepteur par la 

phosphorylation du récepteur par des GRK (GPCR Kinases) et la liaison de la β-arrestine 

directement au récepteur. Cette interaction directe a été identifiée comme permettant la 

signalisation vers des voies effectrices tel que ERK (28, 29). Il est à noter que les deux 

voies de signalisations activent ERK. Une conformation favorable est nécessaire afin de 

permettre le recrutement du complexe. 
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Figure 3. Schéma des voies de signalisation des GPCR. La voie G-dépendante permet la 
signalisation à travers l’activation de la Gα puis le recrutement de la β-arrestine menant à 
l’internalisation. La voie G-indépendante permet une liaison directe de la β-arrestine au 
récepteur menant à une signalisation. 

 
La voie ERK est impliquée dans le processus de mitose, mais est directement reliée 

à la signalisation de migration et de prolifération cellulaire. Elle est activée par divers 

stimuli tels que les facteurs de croissance, des infections virales ou, comme dans le cas de 

CXCR4, des cytokines. Suite à l’activation de certains GPCRs, l’activation de ERK se fait 

notamment à travers la β-arrestine. ERK est aussi directement activé par la voie de 

signalisation G-dépendante (30, 31). L’activation de la voie MAPK-ERK se fait à travers 

le recrutement subséquent du complexe Raf-MEK-ERK. La β-arrestine agit comme 

protéine d’échafaudage pour le recrutement du complexe protéique. La β-arrestine adopte 

différentes conformations en fonction de ces interactions. 
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Les déterminants moléculaires de cette signalisation alternative ne sont pas encore 

bien définis. Des études récentes ont permis d’identifier les GRK 2 et 3 comme impliqués 

dans la signalisation G-dépendante et les 5 et 6 de l’indépendante, mais les différences de 

réponses suite à la liaison de la β-arrestine sont encore inconnus (23, 32). 

Les GRK sont une famille de petites protéines responsables de la régulation de 

l’activité des GPCR. Les GPCR Kinases (GRK) phosphorylent l’extrémité Carboxy-

terminale du récepteur permettant le recrutement des arrestines. Plus spécifiquement, 

l’extrémité C-terminale du récepteur est constituée d’une série de serines et thréonines, 

celles-ci phosphorylables par les GRK. Lorsque les GRK se lient au récepteur, suite à 

l’altération de sa conformation, ils phosphorylent ces serines, ces phosphorylations 

permettent la liaison de la β- arrestine (33, 34). Cependant, la diversité des rôles 

d’échafaudage de la β-arrestine s’explique notamment par la modulation de ces sites de 

phosphorylations et donc par les GRK. En effet, il existe sept GRK, les GRK 1 et 7 sont 

spécifiques à la signalisation visuelle tandis que la 4 a été associée à des fonctions rénales 

(35). Nous nous concentrerons ici sur les GRK 2/3 et 5/6. Ces GRK phosphorylent 

respectivement des séries de serines différentes, correspondant à des « codes-barres », 

reconnus par la β-arrestine, résultant en une variation de recrutement et de réponse de la β-

arrestine, orientée vers l’arrêt de la signalisation et de la désensibilisation ou même 

l’internalisation du récepteur (32, 34). Ces activations des voies de signalisation entrainent 

des réponses physiologies au niveau de la prolifération et de la migration cellulaire. Par 

exemple, pour CXCR4 les GRK 2/3 seraient responsables de la phosphorylation des serines 

à l’extrémité de la queue C-terminale (serines 346à348 et 351-352) tandis que les GRK 5/6 

phosphoryleraient des serines situées plus en amont (serines 324, 325, 330, 338, 339 et 

341) (32). Ces différents motifs de phosphorylation entraineraient un recrutement variable 

de la β-arrestine au niveau de sa conformation et des effecteurs recrutés (32). Le mécanisme 

de régulation est inconnu. 

 
1.5 Interactions récepteur - β-arrestine 

 
La signalisation et la régulation des GPCR sont contrôlées majoritairement par les β- 

arrestines, soit en induisant la terminaison du signal par la voie de la protéine G, soit en 

induisant une cascade signalétique indépendante des protéines G hétérotrimérique (16). Les 
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interactions entre la β-arrestine et le récepteur n’ont été que partiellement caractérisés. 

Jusqu’à récemment, les différentes techniques de visualisation structurelles ne permettaient 

pas   d’obtenir   de   données   concluantes   sur   les   interactions   avec   des   récepteurs 

transmembranaires. L’utilisation récente de nouvelles méthodes de stabilisation protéiques, 

de cristallographie et de microscopie électronique à simple particule (Single-particle cryo- 

EM) permettent la stabilisation de ces complexes et l’observation des conformations 

qu’adopte ce complexe β-arrestine – récepteur en cristal (18, 36). Bien que l’utilisation de 

ces nouvelles techniques soit encore limitée, les données recueillies ont permis d’observer 

des interactions entre différentes boucles de la β-arrestine avec la portion centrale du 

récepteur. Ces interactions apparaissent comme une seconde phase d’interaction donnant 

suite à la liaison du domaine N-terminal des arrestines à l’extrémité C-terminale 

phosphorylée du récepteur (18, 25). 

 
 

Figure 4. Schéma du modèle de liaison biphasique de la β-arrestine. (19) La β- 
arrestine se lie par son domaine N-terminal à l’extrémité C-terminale du récepteur, 
formant ainsi une interaction partielle. Dans une interaction complète, la β-arrestine se 
lie aussi au cœur du récepteur à l’aide de son finger loop. 

 
Le modèle illustré dans la Figure 4 montre l’interaction biphasique entre le récepteur et la 

β-arrestine. Dans un premier temps la partie N-terminale de la β-arrestine se lie à 

l’extrémité C-terminale phosphorylée du récepteur, ici indiquée en jaune dans la Figure 4. 

La seconde phase consisterait en un remodelage conformationnel permettant la liaison de 

boucles de la β-arrestine avec la partie intracellulaire du GPCR. Le remodelage 

conformationnel peut être fait au sein du récepteur, favorisant l’insertion et la liaison de 

la β-arrestine. Il peut aussi être fait au niveau de la β-arrestine, une fois liée au récepteur, 
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et en fonction du motif de phosphorylation, elle adopterait une conformation favorisant sa 

liaison au cœur du récepteur. Les conséquences au niveau signalétique de ces différents 

modes d’interaction ne sont pas connues et font l’objet de notre recherche. 

L’établissement de ce modèle structurel ouvre la porte à de nombreuses 

implications au niveau de la signalisation. L’effet de cette liaison partielle de la β-arrestine 

au niveau de la réponse signalétique n’est que peu documenté dans la littérature. 

Cependant, cette réaction semble avoir des caractéristiques fonctionnelles et signalétiques 

différentes de celle provoquée par l’interaction dite « complète » avec le récepteur (31, 37). 

La liaison complète ne semble donc pas requise pour obtenir une réponse signalétique. 

 
1.6 Motif DRY 

 
Le motif DRY est une séquence hautement conservée parmi les GPCR de classe A, 

il est situé dans l’hélice transmembranaire III, en position 3.49-51 selon la nomenclature 

Ballesteros-Weinstein (6). Cette nomenclature permet d’identifier des résidus sur les 

GPCR en fonction de leur position relative sur les domaines transmembranaires, et ce de 

manière générique afin de comparer les positions équivalentes entre les récepteurs (38). Il 

a été démontré que ce motif interagit directement avec les protéines Gα. L’importance 

structurelle et fonctionnelle de ces résidus a été identifiée en utilisant des mutants du motif 

DRY (6). Les conclusions de ces études ont permis d’établir le caractère essentiel de ces 

résidus dans l’activation de la voie G-dépendante de plusieurs GPCR tel que le récepteur 

de Vasopressine 1a (V1aR) ou le récepteur Muscarinique d’acétylcholine M1 (M1 AChR) 

(6). 

L’introduction de mutations au sein du motif DRY peut avoir pour conséquence de 

modifier l’activité constitutive de ces récepteurs. En effet, ces mutations peuvent conférer 

une activité constitutivement active (CAM) ou constitutivement inactive (CIM). Les 

mutants CAM activent spontanément les protéines G tandis que les CIM recrutent 

constitutivement la β-arrestine et sont dépourvus de signalisation G-dépendante (39). 

Dans le cas spécifique de CXCR4, Zhang et al. ainsi que Berchiche et al. ont précédemment 

étudié différents mutants DRY du récepteur CXCR4 (40, 41). Les mutations du D3.49 en 

asparagine (D133N) ou du Y3.51 en alanine (Y135A) ne semblent pas affecter la 

signalisation du récepteur (40). Cependant, une mutation du R3.50 en arginine (R134A) 
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empêche l’activation G-dépendante du récepteur (40). La voie β-arrestine G-indépendante 

n’a cependant pas été évalué au cours de ces études. 

 
1.7 N3.35 

 
Les récepteurs de chimiokines, tels que les récepteurs d’opiacés ou de 

l’angiotensine, possèdent un autre résidu hautement conservé ; l’asparagine N3.35. Ce 

résidu s’avère être essentiel dans les changements conformationnels induits lors de 

l'activation du récepteur. Zhang et al. ont étudié cet acide aminé spécifique sur le récepteur 

de chimiokine CXCR4. La mutation de l’asparagine N119 en alanine ou serine a produit 

des récepteurs constitutivement actifs dans la voie G-dépendante. De plus, cette activité 

constitutive était sensible à la toxine de Pertussis (PTX), indiquant une dépendance de 

l’activation des Gαi (41). Tout comme le motif DRY, l’effet de ces mutations sur le 

recrutement de la β-arrestine n’as pas été évalué. 

 
1.8 Récepteurs de Chimiokines 

 
Les récepteurs de chimiokines sont des récepteurs de cytokines, eux-mêmes 

membres de la grande famille des GPCRs. Exprimés à la surface de certaines cellules, ils 

interagissent avec leur(s) ligands respectifs pour induire une cascade signalétique. Il existe 

une vingtaine de récepteurs de chimiokines actuellement répertoriés. Leurs fonctions sont 

variées, mais interviennent dans la réponse immunitaire, notamment dans la prolifération 

et migration cellulaire, ou chimiotaxie. Les récepteurs de chimiokines appartenant à la 

classe A des GPCR, ils conservent une homologie de séquence élevée. En effet, ces 

récepteurs possèdent le motif DRY ainsi que l’asparagine 3.35 (41). Les récepteurs de 

chimiokines sont exprimés principalement dans les cellules immunitaires, mais aussi les 

cellules endothéliales, épithéliales ainsi que les neurones. 
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1.9 CXCR4 
 

Le récepteur de chimiokine CXCR4 (initialement décrit comme « fusin ») est un 

récepteur couplé aux protéines G de classe A. CXCR4 est l'un des récepteurs de 

chimiokines utilisés par le VIH afin d’infecter les lymphocytes T CD4+ (42). Son ligand 

spécifique est CXCL12, ou SDF1α, une molécule responsable, entre autres, de la 

chimiotaxie des lymphocytes.  

SDF1α est aussi connu pour jouer un rôle important dans la domiciliation (homing) 

et la quiescence des cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse. CXCR4 

permet la migration de ces cellules souches vers les niches de la moelle osseuse à l’aide de 

son ligand SDF-1 présent en concentration plus élevée au sein de la moelle en suivant ce 

gradient de chimiokines. Jusqu'à récemment, SDF1α était considéré comme l’unique ligand 

de CXCR4. Des données récentes démontrent que l'ubiquitine agirait également comme un 

ligand naturel de CXCR4 (43). 

CXCR4 a été associé à une surexpression dans près de 23 types de cancer, incluant 

le cancer de la prostate, des ovaires et du sein. L’expression du récepteur a été liée au 

développement de métastases dans les tissus exprimant une concentration élevée de 

SDF1α, tel que les poumons, le foie et la moelle osseuse. Sa surreprésentation dans ces 

nombreux types de cancers s’explique notamment par son implication au niveau des voies 

de signalisation de croissance et de migration cellulaire.  

CXCR4 a aussi été associé au syndrome WHIM, un trouble d'immunodéficience 

caractérisé par une neutropénie chronique. Le syndrome est causé par des mutations 

autosomiques dominantes dans le gène de CXCR4 engendrant une extrémité C-Terminale 

tronquée de 10 à 19 résidus (44, 45). Ces mutations conduisent à l'expression d'un récepteur 

possédant une capacité de régulation modifiée. Après l'activation, il y a une perte de 

désensibilisation, une capacité chimiotaxique supérieure, une mobilisation accrue du 

calcium ainsi qu’une diminution de l'internalisation médiée par SDF1. 

La signalisation de CXCR4 s’effectue suite à la liaison avec son ligand SDF1α. 

Suite a cette liaison, le changement conformationnel du recteur peut activer différentes 

voies de signalisation. Une majorité d’entre elles sont identifiées comme G-dépendantes. 

Parmi celles-ci, l’activation de la Gαi est capable d'inhiber l'adénylate cyclase ainsi que 
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d'activer la famille Src de tyrosine kinases tandis que la Gβγ libéré active la phospholipase 

C-β (PLC-β) ainsi que la phosphoinositide-3 kinase (PI3K) menant à la régulation de 

processus tels que la transcription génique, la migration cellulaire et l’adhésion cellulaire. 

Au niveau G-indépendant, l’activation de la voie JAK/STAT par CXCR4 a été identifiée 

comme indépendant des protéines G. SDF induit l'association transitoire de JAK2 et 3 avec 

CXCR4, conduisant à l'activation et à la translocation nucléaire de plusieurs protéines 

STAT. En plus de la terminaison du signal, les arrestines sont capables d'agir comme 

protéines d’échafaudage pour un certain nombre de molécules de signalisation.  La β-

arrestine-1 et 2 ont été liées à l'activation de ERK médiée par CXCR4 tandis que la β-

arrestine 2 est impliqué dans l'activation et la migration de p38 suite à la stimulation de 

CXCR4 par SDF1. 

De nombreuses GPCR subissent également un processus appelé désensibilisation. 

CE processus est médié par l'activation de protéines kinases dépendantes du second 

messager telles que la PKA et la PKC. L'analyse de séquence de CXCR4 montre que 

plusieurs sérines dans la queue C-terminale sont des sites potentiels de phosphorylation de 

PKC. En accord avec cela, l'activation directe de la PKC entraîne la phosphorylation et 

l'internalisation de CXCR4. Après internalisation, les GPCR peuvent être recyclés vers la 

membrane plasmique ou triés vers le lysosome pour dégradation. CXCR4 peut recycler 

vers la membrane plasmique suite à l'internalisation médiée par PKC. Pour être dégradé, 

CXCR4 est ubiquitiné, puis trié par le lysosome, puis dégradé. Ce processus est médié par 

l'ubiquitine ligase E3 AIP4. 

Considérant le rôle primordial et multiple que joue CXCR4 dans les divers 

processus allant du développement cellulaire à la migration métastatique, CXCR4 est une 

cible thérapeutique de grand potentiel. Beaucoup d’études on permis d’identifier les 

conséquences physiologiques liées à CXCR4, cependant, une compréhension détaillée de 

la régulation de ces récepteurs fait encore défaut. Comprendre les mécanismes précis 

permettant la régulation des fonctions de CXCR4 au niveau du récepteur permettrait de 

fournir un aperçu de potentielles cibles thérapeutiques. De plus, cela ouvrira des 

possibilités de recherche translationnelle afin de définir les spécificités et les façons dont 

la régulation des récepteurs est modifiée dans la maladie. 
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1.9 AMD3100 et T140 
 

L’AMD 3100, ou Plerixafor, est une petite molécule synthétique initialement 

développé comme inhibiteur de CXCR4 afin d’être utilisé pour empêcher la liaison du VIH 

par Gp120 sur le récepteur. Abandonnée pour cette utilisation dû à des effets secondaires 

au niveau cardiaque, cette molécule synthétique s’est avérée utile dans un autre contexte 

thérapeutique. En effet, l’AMD 3100 en inhibant l’activité de CXCR4, permettait la 

mobilisation des cellules souches dans la circulation sanguine périphérique, la migration 

de ces cellules étant contrôlée en partie par CXCR4. L’AMD 3100 est donc utilisé comme 

un médicament immunostimulant. Ici, l’AMD 3100 est utilisé pour ses propriétés 

antagonistes sur CXCR4 (46). 

T140 est un peptide synthétique développé comme inhibiteur de l’activité 

rétrovirale du VIH. Il agit sur CXCR4 comme un agoniste inverse. Son action est dirigée 

sur la voie dépendante des protéines G (47). 
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1.9 Principes du BRET (Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer) 

Les récepteurs de chimiokines recrutent la β-arrestine en réponse à leur activation 

par la liaison d’un ligand. Ce recrutement peut être médié par un mécanisme dépendant ou 

indépendant des protéines G. En utilisant une méthode de BRET, cela nous permet de 

mesurer l’activation d’un récepteur à travers les voies distinctes, soit protéine G- 

dépendant, mais aussi indépendant des protéines G. Le BRET (Bioluminescence 

Resonance Energy Transfer) permet d’obtenir de l’information concernant l’interaction des 

protéines marquées, mais aussi sur leurs conformations (48). Pour CXCR4-β-arrestine, 

nous utilisons un système BRET2, offrant un meilleur ratio de signal su niveau de fond que 

le BRET1. 

Le principe du BRET repose sur la proximité entre deux protéines d’intérêt. Cette 

proximité permet un transfert d’énergie lumineuse observable. Afin d’obtenir cette énergie 

lumineuse, les protéines d’intérêt sont altérées afin d’obtenir des protéines de fusion 

intégrant un accepteur ainsi qu’un donneur d’énergie. Ici le récepteur de chimiokine 

CXCR4 ainsi que la β-arrestine, sont utilisés respectivement comme donneur et accepteur. 

Le donneur BRET, Rluc3 (Renilla Luciferase) est intégré en aval du récepteur et 

l’accepteur, GFP10 (Green Fluorescent Protein), est intégré en amont de la β-arrestine. 

Ces plasmides contenant les protéines de fusion sont alors cotransfectés dans des cellules 

HEK293. 

L’activation du donneur Rluc3 se fait à l’aide de son substrat, la Coelenterazine 

400a, aussi appelée DeepBlueC. L’oxydation du substrat permet la libération d’énergie 

sous forme de photons à une longueur d’onde de pic de 395nm. Lorsque la seconde protéine 

d’intérêt comportant l’accepteur, ici la β-arrestine intégrant la GFP10, est à une distance 

supérieure à 50Å, le transfert d’énergie ne s’opère pas et aucune émission secondaire n’est 

observée (49). À l’inverse, si l’accepteur se trouve à proximité du donneur, le transfert 

d’énergie a lieu et la GFP10 réémet le signal lumineux reçu à un pic 395nm à une longueur 

d’onde supérieur dont le pic est de 510nm (48). 
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Figure 5. Représentation schématique du système BRET. La luciférase (RLuc3), liée 
au récepteur, transfère son énergie à la GFP10, elle-même liée à la β-arrestine, lorsque les 
deux protéines de fusion sont à proximité. 

 
 

Cette méthode biophysique permet d’établir un lien fiable d’extrême proximité 

entre ces deux protéines (50). Cependant, ce lien de proximité ne peut être interprété 

comme un lien d’interaction qu’avec prudence puisque dans certaines conditions, ces 

collisions entre le donneur et l’accepteur peuvent être aléatoires. Afin de pallier à ce 

problème, une titration peut être réalisée (48). 

Une titration permet de démontrer l’interaction physique entre deux protéines en 

BRET. Pour faire la distinction entre l'interaction spécifique et non spécifique, le signal 

BRET est mesuré en utilisant une quantité fixe de donneurs et une quantité variable 

d’accepteurs marqués. Les valeurs de signal BRET sont ensuite tracées en fonction du ratio 

accepteur/donneur. Dans le cas d'une interaction spécifique, on observe une courbe de 

saturation, tandis que dans le cas d'interactions non spécifiques, la courbe est linéaire. En 

effet, une courbe linéaire signifie que les interactions de proximité sont aléatoires et dues 

à la présence accrue de protéines. À l’inverse, l’interaction spécifique montre une courbe 

de saturation puisque les tous donneurs BRET, en présence d’excès d’accepteur, sont 

physiquement en interaction, limitant ainsi la réaction (48). 
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Figure 6. Graphique théorique d'une courbe de titration BRET. Le ratio BRET est 
représenté en fonction du ration GFP/RLuc. Lors d’une interaction non spécifique, le ratio 
BRET augmente de façon linéaire. Lors d’une interaction spécifique, l’augmentation du 
ratio BRET sature. 

 
 Le BRET 1 repose sur les mêmes bases expérimentales. Comparativement au BRET 

2, il utilise différents couples d’accepteurs et donneurs d’énergie. Plutôt que d’utiliser la 

Rluc3 comme donneur, la Rluc est utilisée avec son substrat : la coelenterazine H. 

L’accepteur pour le BRET 2, la GFP10, est substitué par la YFP en BRET 1. Les filtres 

utilisés sont aussi changés pour correspondre aux gammes de longueurs d’ondes des 

accepteurs/donneurs. L’utilisation d’un différent couple pour le BRET 2 permet d’obtenir 

une meilleure séparation des longueurs d’ondes respectives des accepteurs/donneurs, 

diminuant ainsi le chevauchement des longueurs d’ondes d’émission dans la gamme de 

longueurs d’ondes de l’accepteur. Cependant, la perte de luminescence de la coelenterazine 

400A étant nettement plus rapide que la H, rends le BRET2 un choix moins approprié pour 

les expériences cinétiques long terme. 
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2. Objectifs 
 

Les objectifs principaux de ce projet consistent à établir les différentes modalités de 

recrutement de la β-arrestine ainsi que définir les paramètres de ces modalités. Afin de 

réaliser cela, nous avons utilisé une série de mutants de CXCR4 comprenant des 

substitutions dans le motif DRY ainsi que l’asparagine 119, celles-ci affectant l’état 

conformationnel du récepteur, lui conférant une activité constitutive. Par la suite des 

mutants de ces constructions de CXCR4 incluant des substitutions sélectives des serines en 

C-terminal nous ont permis d’évaluer le rôle de ces substitutions dans le recrutement de la 

β-arrestine et ainsi identifier des différences de modalité de recrutement. 

Plus spécifiquement, nous avons cherché à apporter des réponses aux points suivants : 
 

1. Les techniques de BRET ayant des limites de sensibilité au niveau conformationnel, 

notamment les systèmes de BRET1 (51), nous voulions tenter de réaliser différentes 

constructions BRET2 du couple CXCR4-β-arrestine afin d’observer ces différences 

conformationelles et d’optimiser la détection du recrutement β-arrestine par 

CXCR4 . 

2. Les mutants N/DRY de CXCR4 ont précédemment été évalués comme constitutif 

uniquement pour la voie Gαi. Ici, nous voulions évaluer leur capacité de 

recrutement de la β-arrestine par une méthode de BRET. Nous voulions identifier 

des mutants affectant des voies de signalisation sélectives différentes, soit G- 

dépendante et indépendante, et confirmer l’activation constitutive. 

3. La phosphorylation des sérines en C terminal du récepteur ayant un rôle crucial 

dans le recrutement de la β-arrestine, nous voulions abolir sélectivement la capacité 

de phosphorylation de GRK spécifiques afin d’observer l’effet sur les voies 

sélectives en utilisant les mutants N/DRY préalablement identifiés. 

4. Le recrutement des arrestines peut se traduire par une diversité de réponses 

intracellulaires. Nous voulions observer l’effet de ces mutations, et donc de 

différentes modalités de recrutement de la β-arrestine, sur l‘activation de voies 

effectrices, tel que ERK. 
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3. Matériel et méthodes 
 

3.1 Plasmides 
 

Les mutations CXCR4 C-terminal, N119 et R134 ont été introduits dans le plasmide 

de CXCR4-RLuc3 en utilisant le Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit de New England 

Biolabs. Les plasmides hArrb2- GFP10, hArrb2-RLuc3 et RLuc3-hArrb2 ont été générés 

par amplification PCR à partir de CXCR4-RLuc3 et de GFP10-hArrb2, la ligation a été 

réalisée en utilisant le Gibson assembly kit de New England Biolabs. 

 
3.2 Culture Cellulaire et Transfections 

 
Des cellules embryonnaires de reins humains (HEK) 293E ont été cultivées dans du 

milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplémenté avec 10% de sérum 

fœtal bovin (Wisent, Rocklin, CA), 100 unités/ml de pénicilline/streptomycine et 2 mM L- 

glutamine (Invitrogen). Les transfections transitoires ont été réalisées dans des plaques 6 

puis en utilisant la méthode du polyéthyleneimine (PEI) (Polysciences, Warrington, PA). 

 
3.3 Mesures BRET 

 
Le recrutement de la β-arrestine 2 a été mesuré par BRET2. Des cellules HEK293E ont été 

cotransfectées avec 0.05 µg de la construction récepteur-RLuc3 avec 1µg de GFP- β-

arrestine 2. Pour les titrations [accepteur]/[donneur], 1µg de GFP-β-arrestine 2 à été 

cotransfectés avec des concentrations croissantes de construction récepteur-RLuc3 (0.05, 

0.075, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75, 1, 2µg). Toutes les transfections ont été complétées avec 

2 µg/puits avec du vecteur vide. Après une nuit de culture, les cellules HEK293E 

transfectées transitoirement ont été transférées dans des microplaques 96-puits blanches à 

fond clair (ViewPlate; PerkinElmer Life Sciences) traitées avec de la poly(D-lysine) et 

laissés en culture pour 24 h, le milieu de culture DMEM a été remplacé par du tampon BRET 

(PBS, 0.5 mM MgCl2, 0.1% glucose). La toxine de Pertussis (PTX) (Sigma) a été ajoutée à 

des puits spécifiques à raison d’une concentration de 100ng/mL. Les cellules ont été 

stimulées par 200nM de SDF-1 (Peprotech) pour 5 min à 37°C. Le substrat de Rluc3, la 

Deep Blue C (Coelenterazine 400A) (Biotinum, Hayward, CA), a été ajouté à une 
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concentration finale de 50 µM au tampon BRET. Les lectures BRET ont été collectées en 

utilisant un lecteur de plaques Mithras LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, 

Germany) ainsi que le programme MicroWin2000. Les mesures BRET entre Rluc3 et la 

GFP ont été obtenues par intégration séquentielle des signaux dans les fenêtres à 390 ± 22 

nm (Rluc3) et 510 ± 10 nm (GFP). Le signal BRET a été calculé comme le ratio de lumière 

émise par l’accepteur (GFP) sur la lumière émise par le donneur (Rluc3). Les valeurs ont 

été corrigées en BRET net en soustrayant le signal de fond BRET obtenu par les cellules 

transfectées uniquement par les cellules comportant uniquement la construction Rluc3. 

 
3.4 Immunobuvardage 

 
Des cellules HEK293E ont été étendues dans des plaques 6 puits dans du DMEM. 

Après 24h, les cellules HEK293E ont été cotransfectées avec 1 µg de construction récepteur-

RLuc3. Toutes les transfections ont été complétées avec 2 µg/puits de vecteur vide. Après 

24h d’incubation, le milieu des cellules a été remplacé par du milieu DMEM privé de sérum 

pour la nuit, en présence de toxine de Pertussis (100ng/mL) lorsque indiqué. Les cellules 

confluentes ont été lavées sur glace deux fois à l’aide de PBS et grattées délicatement dans 

1ml de PBS avant d’être centrifugées à 500g puis resuspendues dans du tampon de lyse (0,8% 

SDS, 1% triton X-100, 0.5% deoxycholate de sodium, 150mM NaCl, 20mM HEPES, 5mM 

EDTA, orthovanadate 200mM, PMSF 100mM, NaF 1M et inhibiteurs de protéases de 

Roche). Du tampon Laemmli 4X (0,25 M Tris-HCl / 8,2% SDS, 40% glycérol, 0,4 mM DTT 

+ bleu de bromophenol, pH6,8) a été ajouté à une concentration de 1X. Les lysats ont été 

bouillis pour 5mins 3 fois avant d’être chargés sur gel. Les échantillons ont été séparés par 

gel SDS-PAGE 10%, transférés sur membrane de PVDF, bloqués avec une solution de TBST 

lait écrémé 5%, puis incubés durant la nuit avec l’anticorps phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) (9101) (Cell Signaling Technologies, Boston, MA). Le jour suivant, les 

membranes ont été lavées plusieurs fois avec du TBS-T (0.1% Tween) avant d’être incubées 

avec l’anticorps secondaire chevre anti-lapin IgG-HRP (Santa Cruz) pour 1 h à température 

ambiante. Les membranes ont été lavées à plusieurs reprises dans du TBS-T puis visualisées 

en utilisant une G:BOX Chemi XRQ (Syngene) et du Clarity Western ECL (Biorad). 
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3.5 Analyse des données 
 

Les différences entre les mutants ont été analysées par ANOVA unidirectionnelle 

suivie d’un post test de Dunnett. 

Les données des essais BRET représentent la moyenne des trois expériences 

indépendantes, chacune d’entre elles répétée en triplicata. L’ajustement des courbes par 

régression non linéaire et l’analyse statistique ont été réalisés en utilisant le logiciel 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). 
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4. RÉSULTATS 
 

4.1 Établissement du système BRET2 entre CXCR4 et la β-arrestine 
 

Les techniques de BRET1 ne permettent qu’une sensibilité réduite pour les 

complexes GPCR- β-arrestine, notamment pour CXCR4. En utilisant le BRET2, les 

pics d’émissions étant plus éloignés, le niveau de bruit de fond est nettement diminué, 

augmentant ainsi la spécificité du signal (51). Afin de maximiser le potentiel de cette 

méthode, nous avons réalisé les 4 constructions BRET2 possibles pour le couple 

CXCR4-β-arrestine2 en interchangeant le donneur et l’accepteur en amont et en aval 

des protéines ainsi qu’entre le récepteur et la β-arrestine. Cette expérience nous permet 

de mettre au point un système BRET avec les constructions nous offrant un signal 

optimal. 

Nous observons que la construction CXCR4-GFP10 ne nous permet pas d’observer 

de transfert d’énergie avec l’arrestine couplée à la Luciférase (figure 7). Cela est 

probablement dû au fait que la GFP10 se trouve trop à l’extrémité du récepteur et ne 

permet pas la proximité conformationelle nécessaire au transfert d’énergie. Quant aux 

constructions GFP10-β-arrestine2 et β-arrestine2-GFP10 associées à CXCR4-RLuc3, 

le déplacement de la GFP10 en aval de la β-arrestine ne semble pas nous permettre 

d’obtenir d’information supplémentaire, simplement une variation de ratio. Les 

variations de ratio BRET peuvent s’expliquer par une différence de proximité ou 

d’orientation, affectant le transfert d’énergie entre le donneur et le receveur BRET. 

Elles peuvent aussi s’expliquer par une simple absence d’interaction entre les deux 

protéines. Nous utiliserons donc la construction GFP10- hArrb2 avec CXCR4-RLuc3. 
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Figure 7. BRET des différentes constructions CXCR4 – arrestine. Des cellules 
HEK293E coéxprimant transitoirement CXCR4-RLuc3 ou RLuc3-CXCR4 et GFP10-β- 
arrestine2 ou β-arrestine2-GFP10 ont été incubées avec les concentrations indiquées de 
SDF-1, pour 5 minutes et le BRET résultant a été mesuré immédiatement après à 
température ambiante. Les niveaux d'expression des protéines de fusion GFP10 et Rluc3 
ont été contrôlés par mesure de fluorescence et de luminescence totale. Les données 
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. 
Figure C. tirée de Bonneterre et al. 2016 (48) (voir ANNEXE 1). 
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4.2 Conception des mutants de CXCR4 
 

Dans un premier temps, nous avons développé une série de mutants de CXCR4 afin 

d’évaluer leurs capacités de recrutement de la β-arrestine, et d’activation des voies de 

signalisation, tel que ERK, les protéines kinases B et C et la phospholipase C. Les mutants 

de CXCR4 réalisés comprennent des substitutions situées dans le motif N/DRY ainsi que 

des sérines situées à l’extrémité C terminale. Les mutations en N/DRY ont été réalisées 

afin de conférer aux mutants de CXCR4 des propriétés d’activation constitutive. 

Afin d’évaluer le rôle des sites de phosphorylation des GRK dans le recrutement de 

la β-arrestine, nous avons substitué plusieurs sérines situées en C-terminal en alanines pour 

simuler la perte de phosphorylations par des GRK spécifiques. Nous avons combiné ces 

substitutions avec deux mutants de CXCR4; R134A et N119S, mutations ayant 

précédemment été démontrées comme modulant l’activation constitutive de CXCR4. Le 

fait de posséder cette série de mutants nous permet d’évaluer l’effet de la perte de 

phosphorylation du récepteur sur le recrutement de la β-arrestine, et cela sur des récepteurs 

signalisant à travers les différentes voies; soit Gαi et β-arrestine. 
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Figure 8. Représentation schématique de CXCR4 incluant les différentes mutations 

en position N119, R134 et les mutants C-terminal. Les mutations en N119 et R134, 
respectivement en vert et rouge, peuvent modifier la conformation du récepteur et affecter 
sa capacité à recruter ou induire une activité constitutive. Les sérines 324, 325, 330, 338, 
339 et 341 sont identifiées comme étant phosphorylées par les GRK 5/6, ici en jaune, tandis 
que les sérines 347-8-9 et 351-2 le sont par les GRK 2 et 3, ici en bleu. 

 
 
 

4.3 Recrutement de la β-arrestine par les mutants N/DRY de CXCR4 
 

Les mutants N/DRY de CXCR4 ont précédemment fait l’objet d’analyses quant à 

leurs capacités de recrutement Gαi (Nama, N). Cela nous a permis d’identifier certains 

mutants comme étant constitutivement actifs dans la voie Gαi, tel que N119S (40, 41). Afin 

d’évaluer le recrutement constitutif de la β-arrestine de ces mêmes mutants préalablement 

développés de CXCR4, nous avons utilisé le système de BRET2 (chapitre 4.1), basé sur 

l’analyse de proximité dans des cellules HEK293E coéxprimant de manière transitoire le 

donneur BRET CXCR4 mutant-RLuc3 et l’accepteur BRET GFP10 fusionné à la ß-

arrestine 2. 
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L’analyse du niveau basal du signal des expériences dose-réponse a révélé une activité 

constitutive des mutants R134A (doublée) et N119S (triplée), mais pas sur les autres 

mutants. La réponse à SDF-1 a démontré une efficacité supérieure avec les mutants R134A 

et N119S, mais inférieure avec D133N, N119D et N119K. Le mutant N119K n'a montré 

aucune activité. N119S et R134A ont donc été choisis comme mutants de CXCR4 

constitutifs en recrutement de la β-arrestine, tandis que les autres mutants ont été écartés 

du reste de l’étude. 

La Figure 10 représente les données non normalisées obtenues avec les différents 

mutants de CXCR4 après stimulation du récepteur par SDF-1. Le premier point sur la 

courbe à l’extrême gauche représente le niveau de BRET2 sans aucune stimulation par le 

ligand. Il est déterminé par ajustement de la courbe sigmoïdale dose-réponse à 0,020 U.B 

(Unités BRET) pour le WT, mais augmente à 0.045 U.B. pour R134A et même 0.08 U.B. 

pour le mutant N119S, suggérant un recrutement constitutif de la β-arrestine. Lorsque 

stimulé par SDF-1, le récepteur WT atteint 0.08 U.B, le mutant R134A atteint les 0.15 U.B. 

et le N119S 0.12 U.B. Sur une échelle logarithmique, les doses-réponse de l’effet de la 

chimiokine SDF-1 sur les niveaux de recrutement de la β-arrestine suivent des courbes 

sigmoïdales. 

Il est important de considérer dans cette expérience les courbes selon deux objectifs 

distincts ; d’une part l’activation constitutive du récepteur, soit son niveau basal sans 

stimulation par SDF-1 et d’autre part l’état activé du récepteur une fois stimulé. 
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Figure 9. Deux des six mutants de CXCR4 démontrent un recrutement constitutif de

la β-arrestine. Le recrutement de chaque mutant est mesuré par transfert d’énergie BRET. 
Des cellules HEK293E ont été transfectées pour coéxprimer transitoirement GFP10-β-
arrestine 2 et soit CXCR4-RLuc3 WT (en gris) ou un des 6 mutants : R134A (A), N119S 
(B), N119D (C), N119K (D), Y135A (E) et D133N (F). Les cellules ont par la suite été 
incubées 5 minutes avec les concentrations indiquées (variant entre 10-5 et 10-12 M) de 
ligand SDF-1 et les niveaux BRET résultants mesurés immédiatement après, et ce, à 
température ambiante. La courbe dose-réponse de type WT est représentée en arrière-plan 
de chaque graphique en gris. Les données représentent la moyenne de trois (R134A et 
N119S) ou cinq (WT, N119D, N119K, et Y135A D133N) expériences indépendantes 
réalisées en triplicata ± S.E.M.
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E F 
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4.4 Recrutement et différence conformationelle de recrutement basal 

de la β-arrestine auprès des mutants N119S et R134A de CXCR4 

Les deux mutants R134A et N119S montrent tous deux un recrutement de la β- 

arrestine constitutif, mais à des niveaux beaucoup plus élevés pour le N119S. Lorsqu’ils 

sont stimulés avec SDF-1, N119S affiche une plage dynamique similaire à celle du WT 

tandis que R134A affiche un plage dynamique accrue (doublée) du recrutement de la β- 

arrestine. 

Cependant, une des limites de l’utilisation d’une technique d’essai BRET est la 

difficulté d’établir une relation d’interaction directe entre les deux protéines marquées. En 

effet, le signal BRET observé peut parfois être causé par des collisions ou des 

rapprochements spontanés et aléatoires entre ces protéines, provoquant un transfert 

d’énergie. Ces transferts d’énergies sont parfois reflétés à travers le signal BRET, mais ne 

correspondent pas à la variation d’interaction protéines. Une différence conformationelle 

d’une de ces protéines, ici du récepteur, peut entrainer une variation de ce BRET. Afin de 

confirmer que la différence observée par BRET entre CXCR4 N119S et R134A, n’est pas 

un artefact, nous avons réalisé des expériences de type titrations, où l’accepteur BRET a 

été transfecté à différentes concentrations tandis que la concentration des donneurs 

demeurait constante. La courbe WT montre une augmentation linéaire, suggéreant un 

BRET non spécifique, tandis que les courbes des mutants N119S et R134A forment des 

courbes hyperboliques, où on observe une saturation des donneurs par les accepteurs en 

excès. Les BRETmax obtenus par titration sont conformes aux données de référence 

obtenues en doses-réponses comme observé dans la Figure 10. 

Le développement de ces mutants constitutivement actifs nous permet de les utiliser 

comme outils afin d’évaluer d’autres facteurs de signalisation, tel que le rôle des 

phosphorylations C-terminales, en utilisant deux mutants ayant des propriétés de 

recrutement constitutives distinctes, soit indépendantes des protéines G, pour R134A, et 

utilisant les deux voies, pour N119S. 
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Figure 10. Recrutement constitutif de la β-arrestine par les mutants de CXCR4 

R134A et N119S. La figure A illustre le recrutement BRET de la β-arrestine des deux 
mutants constitutivement actifs. Des cellules HEK293E coéxprimant transitoirement 
CXCR4 mutants-RLuc3 et GFP10-β-arrestine 2 ont été incubées avec les concentrations 
indiquées de ligand SDF-1 et les niveaux BRET résultant ont été mesurés immédiatement 
après à température ambiante. Les données représentent la moyenne de trois expériences 
indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. La figure B illustre les niveaux basaux de 
recrutement BRET des deux mutants lors des expériences de doses-réponses et de titration. 
Les niveaux basaux ont été obtenus par des valeurs de BRETnet de dose-réponse et 
titrations sans stimulation par SDF-1. Les données représentent la moyenne de trois 
expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. La figure C représente la 
titration BRET du recrutement de la β-arrestine par les mutants de CXCR4. Les cellules 
HEK293E coéxprimant transitoirement une quantité stable de CXCR4 mutants-RLuc3 et 
une quantité croissante GFP10-β-arrestine 2 ont été incubées avec les concentrations 
indiquées de ligand SDF-1 et le BRET résultant a été mesuré immédiatement après à 
température ambiante. Les valeurs sont représentées graphiquement en fonction du rapport 
de GFP10 total sur l'expression Rluc3 obtenue en mesurant la fluorescence et la 
luminescence totale de chaque condition. Les données représentent la moyenne de trois 
expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. La figure D offre une 
visualisation du ratio BRET en fonction de la concentration de plasmide GFP10-β-arrestine 
2 transfectée. 
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4.5  Recrutement de la β-arrestine par des mutants C-terminaux de 

CXCR4 

Nous avons par la suite testé si le recrutement constitutif observé sur les deux mutants 

correspond à différentes modalités de recrutement de la β-arrestine. Afin d’évaluer cela, 

nous avons réalisé une série de mutations des deux mutants de CXCR4 constitutivement 

actifs. Ces mutations, situées dans la région C-terminale, comprennent les substitutions 

d'un certain nombre de sérines qui sont phosphorylées par les GRK, en alanines. Celles- ci 

sont responsables du recrutement de la β-arrestine, empêchant la phosphorylation de ces 

sites spécifiques. Les mutants comprennent une série où tous les sites de GRK 5/6 sont 

substitués et un autre où c’est le cas pour les sites GRK 2/3. Enfin, nous avons réalisé une 

série où toutes les sérines en C-terminal sont substituées en alanines, empêchant toute 

phosphorylation de CXCR4 en C-terminal. 
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Figure 11. La β-arrestine affiche différentes modalités de recrutement sur les mutants 
CXCR4. A, B, C, Des cellules HEK293E coéxprimant transitoirement CXCR4-mutants 
RLuc3 et GFP10-β-arrestine 2 ont été incubées avec les concentrations indiquées de ligand 
SDF-1 et le BRET résultant a été mesuré immédiatement après à température ambiante. 
Les niveaux d'expression des protéines de fusion GFP10 et Rluc3 ont été contrôlés par 
mesure de fluorescence et de luminescence totale. Les données représentent la moyenne de 
trois expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. D, E, F. Les niveaux 
basaux ont été obtenus par des valeurs BRET sans stimulation par SDF- 1. Les données 
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. 

Doses-reponses 

Doses-reponses 

B
R

ET
 N

ET
 

B
R

ET
 N

ET
 

B
R

ET
 N

ET
 

BR
ET

 N
ET

 
B

R
ET

 N
ET

 
BR

ET
 N

ET
 

A 

B 

C 



32  

Afin d'évaluer les différences fonctionnelles entre les mutants, nous avons réalisé 

des essais BRET de recrutement de la β-arrestine avec les mutants CXCR4 R134A et 

N119S avec leurs mutants C-terminal correspondants. Les résultats des niveaux de BRET 

basal ne montrent aucune variation du signal de BRET entre les différentes mutations C- 

terminales de CXCR4 WT. Le mutant R134A semble ne pas être affecté par la perte des 

sites de GRK2/3 ou GRK 5/6, tandis que la perte de tous les sites semble quant à elle abolir 

l'activité constitutive. Le mutant N119S semble être également touché par la perte des sites 

de GRK2/3 ou de GRK 5/6, alors que la perte de tous les sites abolit aussi toute activité 

constitutive. 

Nous avons pu observer des variations en terme d’efficacité des signaux BRET 

après stimulation avec SDF-1 sur les différents mutants. Sur CXCR4 WT, la perte de 5S/A 

abolit tout recrutement, tout comme la perte de l’ensemble des sites de GRK, tandis que la 

perte des sites de 6S/A ne diminue que partiellement l'efficacité. 

Pour le mutant R134A, la perte de tous les sites de phosphorylation abolit également 

tout recrutement. Les mutants 5S/A montrent une très faible efficacité, mais maintiennent 

un signal relativement élevé de BRET en raison de son activité de base constitutive. Le 

mutant 6S/A ne montre qu'une partie de sa capacité comparativement au recrutement 

stimulé. Enfin, le mutant N119S montre un effet similaire sur les recrutements induits en 

présence de SDF-1. La perte de 6S/A ou 5S/A font nettement diminuer leur efficacité tandis 

que leur signal BRET demeure relativement élevé en raison de leur activité de base 

constitutive. La perte de toute activité pour le mutant R134A 11S/A (6S/A-5S/A) demeure 

chez le mutant N119S 11S/A. 

Des variations d’efficacité de BRET peuvent refléter des différences quantitatives 

de recrutement de la β-arrestine, comme la variation de l’affinité de l 'arrestine pour la 

conformation du récepteur. D'autre part, ces différences pourraient également être dues à 

des conformations différentes adoptées par les protéines résultant en une variation de 

distance entre l'accepteur et le donneur dans le complexe arrestine-récepteur qui peut se 

traduire par une variation du signal BRET. 
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4.6 Effet de la toxine de Pertussis sur le recrutement de la β-arrestine. 
 

L’analyse par BRET du recrutement de la β-arrestine nous permet de visualiser le 

recrutement constitutif des mutants. Cependant, la β-arrestine pouvant être recrutée à 

travers la voie G-dépendante et la voie indépendante aux GPCR (52), il n’est pas possible 

de savoir quelle voie est responsable du recrutement observé, et dans quelle proportion. 

Afin d’obtenir une réponse à cette question, nous avons réalisé l’analyse par BRET du 

recrutement de la β-arrestine constitutif des mutants en présence de toxine de Pertussis 

(PTX). La PTX agit en inhibant la voie de signalisation protéine G-dépendante, nous 

permettant ainsi d’isoler la voie G-indépendante dans nos résultats BRET. Le BRET 

observé dans la figure 12 représente le recrutement de la β-arrestine des mutants en 

présence de PTX correspondant donc au recrutement G-indépendant. Les résultats sans 

PTX correspondent quant à eux au recrutement combiné de la signalisation protéine G- 

dépendante et indépendante. L’expérience a été répétée en stimulant les récepteurs par leur 

ligand SDF-1. L’absence de variation significative entre les cellules traitées et non traitées 

suggère que la signalisation constitutive et stimulée des mutants serait entièrement protéine 

G-indépendante. 
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Figure 12. Le recrutement de la β-arrestine par des mutants CXCR4 inhibée par la 

toxine de Pertussis. Le signal BRET a été mesuré après un traitement d’une nuit avec la 
toxine de Pertussis dans un milieu privé de sérum. Les données sont la moyenne de trois 
expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M.. L’ANOVA avec post-test 
Bonferroni n'a révélé aucune différence statistiquement significative entre les cellules PTX 
traitées et non traitées. 

 
4.7 Effet de T140 et AMD3100 sur le recrutement de la β-arrestine aux 

mutants N119S R134A de CXCR4. 

Dans le but de confirmer les résultats de recrutement de la β-arrestine en BRET 

obtenus avec la toxine de Pertussis, nous avons utilisé T140 ainsi que l’AMD3100, des 

agonistes inverses de la signalisation G-dépendante de CXCR4, sur les mutants R134A et 

N119S. La Figure 13 montre que le recrutement constitutif observé précédemment est en 

effet dû à l’activité arrestine G-indépendante puisque l’activité constitutive n’est pas 

affectée par les agonistes inverses. Les niveaux basaux sont similaires à ceux observés lors 

des essais doses-réponses. 
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T140 étant un agoniste inverse de CXCR4 sur la voie de signalisation des protéines 

G, il n’affecte pas le recrutement du mutant R134A puisque ce mutant est constitutif dans 

sa voie G-indépendante. Étonnamment, le mutant N119S, signalisant pourtant 

constitutivement à travers la voie G-dépendante, n’est pas non plus affecté par l’agoniste 

inverse T140, comme le montre la figure 13 B. 

Zhang et al. démontre l’activité constitutive de CXCR4 N119S dans la voie de 

signalisation dépendante des protéines G ainsi que son caractère désensibilisant. Nous 

constatons cette activité constitutive au niveau du recrutement de la β-arrestine, mais aussi 

au niveau de l’activation de ERK. En ce qui concerne le caractère désensibilisant de N119S, 

cette observation correspondrait avec l’hypothèse que ce mutant interagirait avec une 

interaction complète avec la β-arrestine. 

Comme nous le démontrons dans la Figure 17, ERK n’est pas affecté par la 

mutation N119S en présence de PTX. De plus, la Figure 9 démontre que le mutant N119 

recrute la β-arrestine de façon constitutive. Cela signifie que le mutant N119S signalise à 

travers la β-arrestine, et ce, de façon indépendante des protéines G puisque même en 

l’absence de signalisation G (PTX), ERK demeure activé. Ici, le T140, agoniste inverse de 

CXCR4 sur la voie G dépendante, n’affecte pas le recrutement de la β-arrestine, confirmant 

l’activation G-indépendante de la β-arrestine. L’AMD3100 n’est pas un agoniste inverse 

pour CXCR4 au niveau de la voie G-dépendante; il aurait cependant été possible d’observer 

une activité agoniste sur la voie arrestine, ce qui n’est pas le cas. 



36 
 

A

0µ
M

1µ
M

0µ
M

1µ
M

0µ
M

1µ
M

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10
WT
R134A
N119S

AMD3100

B
R

ET
 N

ET

 

B

-10 -9 -8 -7 -6 -5
0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10 WT +T140
R134A+T140
N119S+T140

log[SDF-1]

B
R

ET
 N

ET

 
 
 
 
Figure 13. L’activation G-dépendante n’est pas responsable du recrutement de la β- 

arrestine observé en BRET. Des cellules HEK293E coéxprimant transitoirement 
CXCR4-WT/R134A/N119S RLuc3 et GFP10-β-arrestine 2 ont été incubées avec les 
concentrations indiquées d’AMD3100 et de T140, tous deux des agonistes inverses de Gα, 
pour 5 minutes et le BRET résultant a été mesuré immédiatement après à température 
ambiante. Les niveaux d'expression des protéines de fusion GFP10 et Rluc3 ont été 
contrôlés par mesure de fluorescence et de luminescence totale. Les données représentent 
la moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en triplicata ± S.E.M. 
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4.8  Activation constitutive de la voie ERK par les mutants N119S et 

R134A 

Les résultats des immunoblots en présence des mutants R134A et N119S de CXCR4, 

illustrés la figure 14.B, sont représentatifs des expériences réalisées en triplicatas. Les 

résultats compilés et analysés représentés par la Figure 14.A montrent l’activation de ERK 

par rapport au récepteur WT ainsi qu’un contrôle négatif, ici le vecteur vide, et un contrôle 

positif, ici un mutant constitutivement actif de NRAS. On observe une augmentation de 

l’activation constitutive pour le mutant R134A de près de 150% tandis que le mutant 

N119S triple l’activation constitutive de ERK. Cela démonte que l’activité constitutive 

observée en BRET se traduit aussi par une activation fonctionnelle du récepteur sur la voie 

effectrice ERK. Nous observons aussi des différences fonctionnelles entre les mutants au 

niveau de l’activation basale, suggérant différentes modalités de recrutement. 
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Figure 14. L’analyse par Western blot des niveaux d’activation de ERK sur des 

cellules exprimant des mutants CXCR4 démontre une activité constitutive de la voie 

de signalisation. A. Activation ERK des différents mutants de CXCR4 à l’état basal. Des 
cellules HEK293E exprimant transitoirement les mutants de CXCR4 ont été lysées sans 
stimulation après une incubation privée de sérum durant la nuit. Le plasmide NRAS a été 
utilisé comme contrôle positif et le vecteur vide comme contrôle négatif. Les 
concentrations en protéines des lysats ont été normalisées en fonction des concentrations 
de ERK-total. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes 
réalisées en triplicata ± S.E.M. B. Immunoblot représentatif de la Fig. 14.A. Des résultats 
similaires ont été obtenus lors de trois expériences indépendantes. 
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4.9 Activation constitutive de la voie ERK par les mutants de 
l’extrémité C terminale 

 

Les deux voies de signalisation, dépendante des protéines G et l’autre via le 

recrutement direct de la β-arrestine, activent la phosphorylation de ERK. Afin d'observer 

l'effet des mutations sur la signalisation dépendante de la β-arrestine, nous avons utilisé 

des traitements de toxine de Pertussis pour inhiber l'activité G-dépendante, permettant ainsi 

la visualisation de l'activité ERK arrestine-dépendante. Comme le montre la Figure 15, les 

traitements PTX ont considérablement réduit l'activation des ERK sur tous les mutants. 

Les pertes des sérines 5S/A ou 6S/A sur CXCR4 WT n’ont eu que peu d’effets sur 

le recrutement basal de la β-arrestine. Par contre, le traitement PTX a aboli la majeure 

partie du recrutement constitutif sur tous les mutants, bien que le mutant sans sérines 

phosphorylables a été complètement aboli. 

La mutation R134A a eu un effet similaire avec la perte de l'une des séries de sérines 

ou la totalité de celles-ci, entraînant un niveau basal d’activation abaissé. Le traitement 

PTX abolit également la majeure partie de l'activation de ces mutants, et ce, de manière 

égale même en l'absence de recrutement de l’arrestine. 

Le mutant N119S ne semble pas être affecté par la perte des sites GRK. Par contre, 

la perte de toutes les sérines en C-terminal sur le mutant N119S permet une importante 

augmentation dans le recrutement de la β-arrestine. Cette augmentation atteint jusqu'à 

quatre fois le niveau du mutant N119S. 

Le traitement PTX diminue l'activation de ERK de façon similaire sur les différents 

mutants des sites GRK et WT, mais abolit toute activité de ERK sur le mutant privé de 

capacité de phosphorylation. Cela suggère que l’activation de ERK est G dépendante pour 

le mutant 11S/A. Il est possible que cette perte d’activité soit compensée par la voie 

arrestine-G indépendante pour les autres mutants 5S/A et 6S/A. 
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Figure 15. Immunoblot de l'activation ERK sur des cellules exprimant les mutants 

CXCR4 après traitement par la toxine de Pertussis. Des cellules HEK293E exprimant 
transitoirement les mutants de CXCR4 ont été prétraitées avec toxine de Pertussis durant 
la nuit dans un milieu privé de sérum et lysées sans stimulation. Les figures P-Erk 
représentent le niveau de phosphorylation observé de ERK, et les figures intitulées ERK, 
le dosage total des protéines ERK. Le ratio est sous deux formes ; brut et normalisé. Le 
second correspond au ratio normalisé en fonction du ratio obtenu par le récepteur WT ne 
disposant d’aucune mutations en C-terminal. Les données représentent la moyenne de trois 
expériences indépendantes avec toxine de Pertussis durant la nuit dans un milieu privé de 
sérum et lysées sans stimulation. Les figures P-Erk représentent le niveau de 
phosphorylation observé de ERK, et réalisé en triplicata ± S.E.M. Le chargement égal des 
protéines a été confirmé par la concentration de protéines ERK total. 

  



40 
 

 

 
P-Erk

0

20000

40000

60000

80000
R134A
R134A GRK6
R134A 5Atail
R134A TM
R134A PTX
R134A GRK6 PTX
R134A 5Atail PTX
R134A TM PTX

In
te

ns
ity

Erk

0

20000

40000

60000

80000
R134A
R134A GRK6
R134A 5Atail
R134A TM
R134A PTX
R134A GRK6 PTX
R134A 5Atail PTX
R134A TM PTX

In
te

ns
ity

 

Ratio

0.0

0.5

1.0
R134A
R134A GRK6
R134A 5Atail
R134A TM
R134A PTX
R134A GRK6 PTX
R134A 5Atail PTX
R134A TM PTX

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity

 
 

Ratio normalized

0.0

0.5

1.0

1.5
R134A
R134A GRK6
R134A 5Atail
R134A TM
R134A PTX
R134A GRK6 PTX
R134A 5Atail PTX
R134A TM PTX

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity

 

 
 Figure 16. Immunoblot de l'activation ERK sur des cellules exprimant les mutants 

CXCR4-R134A après traitement par la toxine de Pertussis. Des cellules HEK293E 
exprimant transitoirement les mutants de CXCR4 ont été prétraitées avec toxine de 
Pertussis durant la nuit dans un milieu privé de sérum et lysées sans stimulation. Les figures 
P-Erk représentent le niveau de phosphorylation observé de ERK, et les figures intitulées 
ERK, le dosage total des protéines ERK. Le ratio est sous deux formes ; brut et normalisé. 
Le second correspond au ratio normalisé en fonction du ratio obtenu par le récepteur 
R134A ne disposant d’aucunes mutations en C-terminal. Les données représentent la 
moyenne de trois expériences indépendantes avec toxine de Pertussis durant la nuit dans 
un milieu privé de sérum et lysées sans stimulation. Les figures P-Erk représentent le 
niveau de phosphorylation observé de ERK, et réalisé en triplicata ± S.E.M. Le chargement 
égal des protéines a été confirmé par la concentration de protéines ERK total. 
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Figure 17. Immunoblot de l'activation ERK sur des cellules exprimant les mutants 

CXCR4-N119S après traitement par la toxine de Pertussis. Des cellules HEK293E 
exprimant transitoirement les mutants de CXCR4 ont été prétraitées avec toxine de 
Pertussis durant la nuit dans un milieu privé de sérum et lysées sans stimulation. Les figures 
P-Erk représentent le niveau de phosphorylation observé de ERK, et les figures intitulées 
ERK, le dosage total des protéines ERK. Le ratio est sous deux formes ; brut et normalisé. 
Le second correspond au ratio normalisé en fonction du ratio obtenu par le récepteur N119S 
ne disposant d’aucune mutations en C-terminal. Les données représentent la moyenne de 
trois expériences indépendantes avec toxine de Pertussis durant la nuit dans un milieu privé 
de sérum et lysées sans stimulation. Les figures P-Erk représentent le niveau de 
phosphorylation observé de ERK, et réalisé en triplicata ± S.E.M. Le chargement égal des 
protéines a été confirmé par la concentration de protéines ERK total. 
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5. DISCUSSION 
 

5.1 Aperçu 
 

L’analyse des récentes découvertes en matière de signalisation des GPCR suggère 

qu’il existe un mécanisme de liaison de la β-arrestine au récepteur en deux étapes. Dans 

certaines circonstances, un mécanisme alternatif impliquant la formation d’un mégaplex 

récepteur-protéine G-arrestine a été identifié (31, 53). 

Le mécanisme en deux étapes permet dans un premier temps la liaison de la β- 

arrestine au récepteur par l’extrémité C-terminale de celui-ci puis dans un second, 

l’insertion du finger loop de la β-arrestine au cœur du récepteur pour fournir une interaction 

dite complète. 

Nous estimons que nos résultats s’insèrent parfaitement dans ce nouveau cadre 

d’interprétation. Nous pensons que les mutants développés, R134A et N119S, représentent 

spécifiquement ce modèle en deux étapes. Le mutant R134A de CXCR4, simulant 

l’interaction partielle en interagissant avec la β-arrestine uniquement par l’extrémité C- 

terminale du récepteur, et le mutant N119S représentant l’interaction complète en 

interagissant avec le récepteur par cette extrémité C-terminale et directement avec le cœur 

du récepteur. Nous estimons que l’absence de l’arginine 134 sur le mutant R134A pourrait 

être une des causes de son incapacité à interagir avec le finger loop de la β-arrestine. Les 

causes possibles de cette absence d’interaction seront abordées plus en détail par la suite. 

Afin de faciliter la compréhension de l’analyse et l’interprétation que nous faisons 

de nos résultats, nous allons ici rappeler le cadre d’interprétation révisé concernant les 

modalités d’interaction entre les récepteurs et la β-arrestine. 
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5.2 Nouveaux concepts d’interaction arrestine - récepteur 
 

La compréhension actuelle est qu’il existe deux différentes modalités de 

recrutement de la β-arrestine ; une dont la liaison entre le récepteur et la β-arrestine est 

partielle ainsi qu’une où elle est complète. Illustrée dans la figure 18 ci-dessous, cette 

première modalité, dite complète, représente l’interaction où le cœur de la partie 

intracellulaire du récepteur transmembranaire interagit avec la β-arrestine. Cette cavité 

interne du récepteur serait responsable du mécanisme de désensibilisation (18). 
 

 
 

 
 
Figure   18.   Représentation   des   complexes   β2V2R-arrestine   par   microscopie 

électronique à simple particule (Single-particle cryo-EM). a) Représentation du 
récepteur en complexe avec la β-arrestine dans une interaction partielle. La β-arrestine, 
suspendue au récepteur, interagit avec l’extrémité C-terminale mais pas avec le cœur du 
récepteur b). Représentation du récepteur en complexe avec la β-arrestine dans une 
interaction complète. La β-arrestine, liée au récepteur, interagit non seulement avec 
l’extrémité C-terminale, mais aussi avec le cœur du récepteur. Tiré de Thomsen et al. et 
Kumari et al. (18, 19, 53). 
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D’autre part, la modalité dite partielle implique exclusivement l’extrémité 

carboxyle-terminale du récepteur pour la liaison de la β-arrestine. Comme illustré ci-

dessous, ce type de modalité peut permettre une interaction entre le récepteur, la β-arrestine 

et les sous-unités de la protéine G, menant à la formation d’un complexe nommé mégaplex. 

Cette modalité entrainerait ainsi un réponse signalétique différente, soit un recrutement 

partiel de la β-arrestine tout en possédant une capacité d’activation de la voie de 

signalisation ERK (53). 
 
 

  
 
Figure   19.   Représentation   des   complexes   β2V2R-arrestine-proteine   G   par 

microscopie électronique à simple particule. Représentation du récepteur en complexe 
avec la β-arrestine ainsi que les Gα et Gβγ. La β-arrestine est présente ici dans une 
interaction partielle, n’interagissant avec le récepteur qu’avec son extrémité C-terminale. 
La présence des sous-unités des protéines G et de la β-arrestine au récepteur supporte 
l’existence de la formation d’un mégaplex. Tiré de Thomsen et al.(53). 

 
Nous allons ici discuter plus en détail les deux modes d’interaction, et leurs liens 

avec nos observations des mutants CXCR4 N119S et R134A. 
 

5.2.1 Interaction complète 
Au cours des dernières années, deux études (Kang et al. et Szczepek et al.) ont pu 

observer la structure de la rhodopsine dans un état de liaison complet avec la β-arrestine. 

Kang et al. établissent la première représentation structurale du cristal d’un GPCR, ici la 

rhodopsine, liée à une arrestine. Ce cristal permet d’observer le mécanisme de liaison de la 

β-arrestine au récepteur. Ils observent une modification conformationelle du récepteur au 

niveau des hélices transmembranaires. Cette modification de la structure forme une poche 
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au cœur du récepteur. Cette poche permettrait la réception du finger loop de la β- arrestine. 

Ils observent aussi la liaison de l’extrémité N-terminale de la β-arrestine à l’extrémité C-

terminale phosphorylée du récepteur, confirmant le mécanisme d’activation de la β-arrestine 

par ces sites de phosphorylation. La liaison de la β-arrestine à l’extrémité C-terminale du 

récepteur induit un réarrangement conformationnel de la β-arrestine. Ce repliement de la β-

arrestine permettrait la formation du finger loop compatible avec l’insertion dans la poche 

interne de l’hélice intracellulaire de la rhodopsine. Ils mentionnent aussi que ce changement 

conformationnel de la β-arrestine peut permettre le recrutement de protéine de signalisation, 

tel que ERK. 

Szczepek et al. confirment ces résultats avec un approche similaire, en observant la 

liaison de la β-arrestine à la rhodopsine par un cristal du récepteur activé lié à un analogue 

simulant le finger loop de la β-arrestine. Ils observent l’altération de la structure du 

récepteur, favorisant le placement de la β-arrestine sur la poche interne du récepteur, 

bloquant ainsi l’accès de la protéine G au récepteur. 
 

5.2.2 Le mutant CXCR4 N119S comme modèle de l’interaction 

complète 
Selon nos observations, N119S correspondrait au mode d’interaction complète. En 

effet, ce mutant active la voie ERK. Il dispose d’une activité dépendante des protéines G 

ainsi qu’une activité indépendante de celles-ci. Nous observons aussi que cette activité 

ERK est soumise à la compétition entre la voie de signalisation protéine G-arrestine. Nous 

interprétons que cet effet sur la voie ERK est dû à une compétition pour la cavité centrale 

entre la protéine G et la β-arrestine. En effet, le mutant N119S semble recruter la β-arrestine 

sous sa forme desensibilisatrice, ce recrutement représenté dans la Figure 4 par le complexe 

complètement engagé. Cette observation s’appuie sur l’augmentation de la signalisation G- 

protéine-dépendante lors de l’abolition du recrutement de la β-arrestine par le mutant 

N119S 11S/A, dont tous les sites de phosphorylations sont mutés en alanines. Ce mutant, 

incapable de recruter la β-arrestine, démontre une augmentation de l’activation de la voie 

ERK G-dépendante, voie sensible à la toxine de Pertussis (voir Figure 18. Représentation 

des complexes β2V2R-arrestine par microscopie électronique à simple particule (Single- 
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particle cryo-EM).). Nous concluons donc que la β-arrestine aurait un effet 

désensibilisateur sur l’activité de la protéine G et l’activité de Erk en découlant. 

Comme mentionné précédemment, Szczepek et al. décrit l’interaction entre le 

récepteur et la β-arrestine, particulièrement avec le finger loop. En effet, Szczepek utilise 

un peptide dont la structure est similaire au finger loop de la β-arrestine et observe sa liaison 

avec le récepteur au sein de sa poche interne. Il identifie ainsi spécifiquement le lien 

d’interaction entre ces deux sites. Kang et al. établissent aussi cette liaison du finger loop 

de la β-arrestine au cœur du récepteur, mais l’observent en réaction à une liaison de la β- 

arrestine à l’extrémité C-terminale du récepteur. Puisque le mutant N119S active la voie 

ERK de facon G dependante et recrute la  β-arrestine de facon independante des proteines 

G, et que ces voies sont activées seulement par le modèle d’interaction complète de 

CXCR4, nous suggérons que ce mutant adopte, de façon constitutive, une interaction 

complète entre l’extrémité et le cœur du recepteur avec la β-arrestine 

Au niveau fonctionnel, nous pensons qu’il est logique que l’interaction complète 

entre le récepteur et la β-arrestine soit responsable de la désensibilisation. En vue de ces 

résultats ainsi que ceux de Kumari et al., il apparait possible d’émettre l’hypothèse que 

l’interaction avec le cœur du récepteur serait nécessaire pour le mécanisme de 

désensibilisation. En effet, Kumari et al. observent le caractère en deux étapes de 

l’interaction entre le récepteur et la β-arrestine. En combinant les données structurelles des 

cristaux obtenus avec l’imagerie de microscopie électronique à simple particule (Single- 

particle cryo-EM), ils déterminent des sites de superposition entre la protéine Gα et la β- 

arrestine sur le récepteur. Ils identifient aussi, à l’aide du cristal, des sites de 

chevauchement de liaison entre le finger loop de la β-arrestine et la protéine G sur le 

récepteur rhodopsine. 

Ces observations supportent l’existence d’un mécanisme de désensibilisation régulé 

par l’encombrement stérique et le mécanisme de concurrence pour une interface 

superposée sur la surface cytoplasmique du récepteur. Cette conclusion est supportée par 

les données de Shukla et al. stipulant que l’insertion du « finger loop » de la β-arrestine est 

nécessaire à l’interaction complète avec le récepteur (18). 

Nos données correspondent à ces observations. En effet, comme observé dans la Figure 17, 
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l’activation ERK du mutant N119S n’est pas affectée par la présence de PTX Cependant, 

lorsque la mutation N119S est combinée aux mutations 11 S/A, l’activation de ERK est 

fortement augmentée. À l’inverse, lorsque ce même mutant N119S 11S/A est en présence 

de PTX, aucune activation n’est détectée, contrairement au mutant N119S avec un C-

terminal intact en présence de PTX. Ces observations confirment que l’activation ERK par 

le mutant N119S découle en partie de la β-arrestine. Nous estimons que cette modalité 

correspond à l’interaction complète précédemment décrite. 
 

5.2.3 Interaction partielle – Le mégaplex 
La modalité partielle de recrutement a été démontrée comme compatible avec une 

formation de « mégaplex », comprenant récepteur, arrestine, et protéines G de façon 

simultanée (53). Dans ce « mégaplex », la β-arrestine ne semble pas désensibiliser l’activité 

de Gαi (53). Au contraire, ce mégaplex permettrait une activation soutenue, durable dans 

le temps, de Gαi (53). De même, les sous-unités Gβ et Gγ font également partie du mégaplex. 

Effectivement, une association arrestine-Gγ avait été observée par d’autres auteurs tel que 

Audet et al. et une proximité avec le mégaplex a été constatée par Thomsen et al. (53, 54). 

A l’aide d’analyse par microscopie électronique à simple particule (Single-particle 

cryo-EM), Kumari et al. déterminent que l’extrémité C-terminale du récepteur permet la 

liaison de la β-arrestine dans un premier temps avant l’interaction avec le cœur. L’isolation 

d’un complexe partiel stable entre le récepteur et la β-arrestine permet de confirmer le rôle 

de l’extrémité C-terminale phosphorylée dans la formation d’un complexe avec la β- 

arrestine et suggère une importance fonctionnelle de ce mode d’interaction. C’est ce que 

Kumari et al. confirment en observant le niveau d’activation de ERK et d’internalisation 

du récepteur. En réalisant un récepteur mutant incapable de fournir cette interaction avec 

le cœur du récepteur, ils observent une incapacité du récepteur à recruter de façon complète 

la β-arrestine. Cependant ils observent une capacité de stimulation de ERK et 

d’internalisation du récepteur. Ils suggèrent donc que le mode d’interaction partielle est 

suffisant pour permettre l’endocytose du récepteur et l’activation de ERK. Nous observons 

une activité similaire pour le mutant R134A au niveau du recrutement ERK. 
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5.2.4 Le mutant CXCR4 R134A comme modèle de l’interaction 

partielle 
Le mutant R134A présente des caractéristiques différentes de N119S. En effet, le 

mutant R134A est décrit comme étant incapable d’activer la protéine Gαi (40). En 

revanche, nous détectons un recrutement constitutif de la β-arrestine (Figure 10, Figure 11 

et Figure 7) par R134A, ce qui entraine une activation de ERK (Figure 14). L’abolissement 

complet de ce recrutement constitutif par le mutant R134A-11S/A (Figure 16), qui éteint 

également l’activation d’ERK, contrairement au mutant N119S-11S/A (Figure 17), 

démontre l’absence de contribution d’activité de Gαi à cette activation d’ERK par R134A. 

De façon surprenante, toutefois, l’incubation avec PTX abolit également ce signal ERK, et 

ce malgré l’absence d’activité Gαi. Ce résultat suggère alors une contribution non-

enzymatique de Gαi à l’activation de ERK par la β-arrestine recrutée au mutant R134A. 

Ces observations sont compatibles avec l’interprétation stipulant que le recrutement de la 

β-arrestine à R134A représente la modalité partielle. 

L’analyse des résultats de R134A nous porte donc à croire qu’il adopte une 

interaction partielle avec la β-arrestine. Cette interaction, où la β-arrestine se lie au 

récepteur par l’extrémité C-terminale de ce dernier signifie que la cavité interne du 

récepteur n’accueille pas ici le finger loop. L’absence d’interaction avec le finger loop de 

la β-arrestine pourrait s’expliquer par différents mécanismes : 

Le premier impliquerait que la cavité interne du récepteur n’est simplement pas 

ouverte. Ainsi, les hélices transmembranaires ne permettent pas un accès 

mécanique adéquat pour la liaison du finger loop. De la même manière, la Gα ne 

peut y accéder non plus. Elle ne peut donc pas être activée, conformément à nos 

observations. 

 

Le second, à l’inverse, disposerait d’une cavité ouverte et accessible, mais non- 

fonctionnelle. L’arginine 134 serait indispensable à la liaison de la β-arrestine. Étant 

mutée en alanine, la liaison devient impossible, soit par une incompatibilité 
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de charges ou conformationelle. De la même façon, leurs sites de liaison étant 

chevauchants, la Gα ne pourrait s’y lier. 

 

Le troisième mécanisme pourrait être une absence de la formation du finger loop. 

En effet, si la β-arrestine adopte une conformation différente, il est possible que le 

finger loop ne soit tout simplement pas présent. Cette différence conformationelle 

pourrait être induite par différents facteurs notamment le motif de phosphorylation 

de l’extrémité C-terminale du récepteur. En effet, la liaison de la β-arrestine à 

l’extrémité C-terminale phosphorylée du récepteur est primordiale pour la 

formation du motif finger loop. Une variation dans le motif de phosphorylation de 

cette extrémité C-terminale pourrait entrainer une altération dans la formation du 

finger loop. Ainsi, si le patron de phosphorylation était différent pour le mutant 

R134A, il est possible que la β-arrestine ne forme simplement pas de finger loop. 

 
 

Fait intéressant, les travaux de Thomsen et al. observent une protéine Gα active 

pour un récepteur ne disposant pas de la mutation R3.50A (équivalente au R134A), 

démontrant ainsi la présence d’une cavité ouverte et fonctionnelle pour la Gα, mais pas la 

β-arrestine. Ces observations supportent bien l’hypothèse d’un mécanisme ou le récepteur 

est disponible, avec une cavité accessible et fonctionnelle, mais ou la β-arrestine elle-même 

ne peut interagir avec, potentiellement dû à l’absence de finger loop. Ainsi, la première 

hypothèse semblerait donc moins probable que la seconde ou la dernière. L’absence 

d’interaction peut aussi bien être causée par la mutation de R134 ou l’absence de finger 

loop. 

Cependant, il est pertinent de noter que nous observons tout de même une capacité 

signalétique de R134A. Le recrutement constitutif de la β-arrestine ainsi que l’activation 

de ERK signifie que cette forme partielle permet une activation fonctionnelle. En effet, le 

modèle représentant la forme d’interaction partielle recrute la β-arrestine, comme le montre 

la Figure 10. Le mutant R134A démontre aussi une capacité à activer ERK (Figure 16) 
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Une ligne d’évidence pointe vers la formation de « mégaplex » par R134A : 

l’inactivation de ERK (arrestine-dépendant) par l’incubation avec la PTX. La PTX mène à 

l’ADP ribosylation du site actif (bloquant ainsi la sous-unité α dans un état inactif) de Gαi 

(55). Il est raisonnable de penser que cette modification au site actif entraine une distorsion 

conformationnelle importante de G-αi (56). Effectivement, les conformations Gαi-GDP 

(inactif) et Gαi-GTP (actif) sont globalement similaires (57). Cependant, la conformation 

Gαi-ADP-rib devrait ressembler davantage à la conformation Gαi-APO (vide), qui elle est 

effectivement très distincte, les deux lobes de la Gαi étant largement séparés (56). Dans le 

contexte d’un mégaplex, il est possible, voire probable, que la distorsion conformationnelle 

d’une composante, tel que Gαi entraine des effets globaux sur la conformation et l’activité 

du mégaplex. Il semble donc concevable que la conformation de la β-arrestine en mégaplex 

soit affectée par l’ADP-ribosylation de Gαi, de la sorte, que l’activation de ERK (arrestine-

dépendante) soit abolie, ce qui est observé. Toutefois, il est à rappeler que PTX n’abolit 

pas le recrutement de la β-arrestine sur R134A (Figure 12). Nos résultats suggèrent donc 

que la Gα joue un rôle structurel important dans la formation d’un mégaplex R134A-

Gaplha-arrestine et possiblement MEK-ERK. Ces informations complémentent les 

recherches de Thomsen et al. qui démontrent que la Gα nécessite la β- arrestine afin de 

signaliser dans le mégaplex. 

De  plus,  cette  interprétation,  soit  que  R134A  mènerait  à  la  formation  d’un 

« mégaplex », est supportée par des données obtenues au laboratoire de la figure 18 ci- 

dessous. Effectivement, R134A provoque un BRET entre la β-arrestine et Gγ-GFP10 

significativement supérieur à celui obtenu pour N119S, dont le niveau de BRET 

arrestine/Gγ est égale à celui du récepteur CXCR4 non muté. Ceci suggère une association 

arrestine/Gγ spécifique à R134A. 
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Figure 20. Interaction BRET entre la β-arrestine et Gγ. Le BRET est réalisé entre 
RLuc3-arrestine et Gγ-GFP10. Les cellules sont co-transfectés avec les récepteurs mutants 
R134A et N119S. Le ratio BRET du mutant R134A montre un BRET augmenté entre Gγ 
et la β-arrestine, suggérant une interaction différente, ou augmentée. Expérience réalisée 
par D. Rhainds. 

 
 

Nos données apportent ici l’information nouvelle que la β-arrestine nécessite la Gα, 

du moins structuralement, pour former un complexe protéique fonctionnel de signalisation 

vers ERK. Nous démontrons donc une dépendance réciproque entre les deux protéines dans 

le mécanisme de signalisation en « mégaplex ». 

 
5.3 Rôle de R3.50 pour l’activation 

 
Le rôle de l’arginine 3.50 est essentiel dans les interactions avec la cavité interne 

du récepteur. En effet, nos résultats suggèrent fortement que lorsque le R134A est muté sur 

le récepteur CXCR4, celui-ci est dans l’impossibilité d’atteindre une interaction complète 

avec la β-arrestine. 

Le mécanisme d’ouverture de la poche interne du récepteur a été documenté dans 

le passé. En 2009, Tate et al. observent sur la rhodopsine l’interaction entre la sous-unité 
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G et le récepteur après un réarrangement des hélices transmembranaires libérant l’arginine 

3.50. En 2014, Miao et al. observent sur le récepteur muscarinique M2 cette même 

ouverture libérant l’accès à l’arginine 3.50. 

L’arginine 3.50 est un des résidus les plus hautement conservé au sein des GPCR. 

Un niveau de conservation élevé d’un acide aminé au sein d’un groupe de protéines, 

d’autant plus un récepteur, signifie souvent un rôle important au niveau d’une interaction 

ou conformationnel. Le cas de l’arginine 3.50 n’en fait pas exception. 

En 2004, Montanelli et al. réalisent des mutants du récepteur de la FSH, un 

récepteur de classe A, et de la rhodopsine. La mutation d’acides aminés dans la région de 

l’arginine 3.50, résulte en une activité constitutive du récepteur. La mutation de résidus de 

la poche interne du récepteur par des résidus basiques tels que l’arginine ou la lysine 

causant une répulsion avec l’arginine 3.50, et donc libère sa chaîne latérale chargée pour 

l’interaction avec la protéine G, résultant en une activation constitutive. 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, une mutation de l’arginine 134 

peut entrainer une incapacité de la β-arrestine à interagir avec le récepteur à l’aide de son 

finger loop. En interprétant les résultats que nous observons dans le contexte des 

précédentes études sur l’arginine 134, il nous apparait probable que R134 soit directement 

responsable de l’interaction avec le finger loop de la β-arrestine, en accord avec notre 

seconde hypothèse sur l’interaction arrestine-R134A. 

 
5.4 Rôle de R3.50 dans d’autres GPCR de pertinence clinique 

 
Au niveau fonctionnel et clinique, le rôle de l’arginine R3.50 chez certains GPCR 

a déjà été documenté. Par exemple, des mutations de la rhodopsine ont été rapportées par 

Keen et al. comme une cause génétique des rétinites pigmentaires. Les rétinites 

pigmentaires interfèrent avec la sensibilité des bâtonnets : les récepteurs demeurent dans 

un étant quiescent résultant en une perte de vision progressive. La rétinite pigmentaire est 

une maladie oculaire cliniquement et génétiquement hétérogène. Les mutations de 

l’arginine 135 (3.50) de la rhodopsine sont associées à une forme sévère de RP 

autosomique dominante. 



53  

Sur cette base, Chuang et al. observent des résultats similaires en 2004. En 

introduisant des mutations sur le résidu R135 (3.50) de la rhodopsine, ils observent une 

hyperphosphorylation et une internalisation constitutive dans des cellules HEK. Ces 

résultats sont compatibles avec un recrutement de la β-arrestine correspondant à un 

recrutement partiel. Ces observations sont semblables à nos résultats. 

Similairement, Barak et al. rapportent que la mutation R137H du récepteur de la 

vasopressine (β2V2R) cause une internalisation constitutive médiée par la β-arrestine ainsi 

qu’une phosphorylation du C-terminal. La mutation R137H a été associée au diabète 

insipide néphrogène familial. Encore une fois, la mutation de 3.50 entraine une 

hyperphosphorylation du récepteur menant à un recrutement de la β-arrestine. 

Ces maladies résultent d’une mutation de l’arginine 3.50 et provoquent des 

conséquences signalétiques similaires. Ces effets sur la signalisation correspondent aux 

observations réalisées sur le mutant 3.50 de CXCR4 notamment l’activation de ERK 

résultant d’un recrutement de la β-arrestine constitutif. En effet, la mutation du R3.50 abolit 

le recrutement dépendant de protéines G. Cette abolition du recrutement G-dépendant est 

tenu responsable du phénotype. Nous suggérons, selon notre cadre d’interprétation, que la 

rhodopsine mutée dispose une signalisation arrestine intacte, mais aberrante, correspondant 

à la modalité partielle. 

 
5.5  Modalités d’interaction CXCR4-arrestine dans le syndrome 

WHIM 

Au niveau de la variabilité de l’extrémité C-terminale du récepteur, il existe une 

présentation clinique pertinente. En effet, le syndrome WHIM est spécifique à CXCR4. Le 

syndrome WHIM est une déficience immunitaire liée dans de nombreux cas à des 

mutations hétérozygotes provoquant une abrogation de l’extrémité C-terminale du 

récepteur de chimiokine CXCR4. Cette extrémité est responsable, par la phosphorylation 

de ses résidus, des modalités d’activation de la β-arrestine. 
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En 2008, Lagane et al. tentent de définir les spécificités fonctionnelles de CXCR4- 

WHIM. Leur attente est que l’abrogation de l’extrémité C-terminale devrait diminuer la 

liaison de la β-arrestine et donc l’internalisation et la désensibilisation, et donc prolonger 

l’activité du récepteur résultant en une réponse à CXCL12 augmentée. Ils observent que 

CXCR4-WHIM est incapable de désensibiliser et d’internaliser, mais conserve son 

interaction fonctionnelle avec la β-arrestine constitutive et sa signalisation CXCL12 

dépendante, soit la migration. Ils déduisent que l’abrogation de l’extrémité C-terminale de 

CXCR4 augmente l’efficacité l’effet de CXCL12. Cette activité résultant de la mutation 

est donc décrite comme un gain de fonction. Chose intéressante, Lagane et al. suggèrent 

que la β-arrestine liée au C-terminal du récepteur interagit avec la protéine G afin d’activer 

des voies de signalisation distinctes liées au C-terminal. Cette conclusion concorde avec 

nos observations et conclusions. En effet, l’activité arrestine constitutive observée ne 

désensibilise pas le récepteur, de façon identique, le mutant R134A. 

Les concepts observés par Lagane et al. sont en effet difficile à réconcilier avec 

l’ancien modèle d’interaction, selon lequel recrutement de la β-arrestine équivaut 

invariablement à la désensibilation de la protéine G. À l’aide des concepts actuels, nous 

pouvons interpréter ces résultats en les intégrant au nouveau modèle. 

6. CONCLUSION 
 

Nous avons ici étudié les différentes formes de recrutement de la β-arrestine. Dans 

un premier temps, nous nous attendions à observer différentes modalités de recrutement de 

la β-arrestine. Nous avons en effet constaté la présence de ces différentes modalités de 

recrutement et d’activation. Certaines désensibilisant la réponse de la protéine G, tandis 

que d'autres non. Ces dernières forment possiblement un complexe coopératif entre la 

protéine G et la β-arrestine. Effectivement, suite aux récentes publications et concepts, nos 

données semblent bien s’accorder avec le nouveau cadre de référence. Nos données 

montrent que la protéine Gα et la β-arrestine sont engagées lors de l’interaction partielle, 

suggérant une action coopérative entre elles. La Gα jouerait donc un rôle structurel dans ce 

contexte, et donc fonctionnel (mais non-enzymatique) dans la formation d’un complexe 

récepteur-arrestine-Gα.  Nos données viennent donc compléter le nouveau modèle de 

recrutement et d’interaction de la β-arrestine. 
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7. PERSPECTIVES 
 

Les résultats présentés démontrent différentes modalités de recrutement de la β- 

arrestine et que ces modalités mènent à des réponses signalétiques différentes. Le cadre 

d’interprétation actuel implique la formation d’un mégaplex. Nous avons observé les effets 

au niveau signalétique de la formation du mégaplex. Cependant, nous n’avons pas observé 

cette interaction au niveau structurel. Il serait pertinent de confirmer directement 

l’interaction entre la Gα et la β-arrestine. Cette interaction pourrait être confirmée par 

BRET. 

Nous avons observé les effets du recrutement complet et partiel de la β-arrestine sur 

l’activation de ERK. Cependant, la β-arrestine permet l’activation de nombreuses autres 

protéines. Une de ces protéines est Mdm2, un régulateur de l’ubiquitination de la β- 

arrestine, lié à l’internalisation des récepteurs (43). Évaluer l’activation de ces différents 

effecteurs de la β-arrestine, tel que Mdm2 ou GSK3, nous permettrait d’obtenir un portrait 

plus complet des différences fonctionnelles des différentes modalités d’interaction (58, 59). 

Au niveau structurel, les mutations du récepteur tel que R134A ou N119S nous ont 

permis de mieux définir les modalités d’interaction entre la β-arrestine et le récepteur, 

notamment au niveau de l’interaction entre le finger loop et le cœur du récepteur. Cette 

interaction pourrait être davantage caractérisée en utilisant des arrestines mutées dans la 

région du finger loop. 

Finalement, les différences fonctionnelles des modalités présentées ici n’ont été 

étudié que sur un seul récepteur, CXCR4. L’utilisation de différents récepteurs modèles 

permettrait d’établir un portrait plus complet de ces interactions. 
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Resonance Energy Transfer. Methods of Enzymology, Chemokines. Elsevier, 2015. J. 
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