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Résumé 

La compartimentation cellulaire et les mécanismes modulant les interactions 

protéiques déterminent la spécificité et la dynamique de la composition des 

complexes de signalisation. L’impact de ces processus sur l’efficacité du transfert 

d’information reste mal connu. Le rôle des rafts, des microdomaines membranaires 

particuliers, ou de mécanismes de contrôle des interactions protéiques impliquant la 

chaperone NSF ou le phénomène d’ubiquitination sera ainsi évalué en étudiant la 

signalisation de trois récepteurs modèles de la famille des GPCR (Récepteurs couplés 

aux protéines G) :  les récepteurs β2-adrénergique (β2AR), GABAB (GABABR) et 

V2-vasopressine (V2R), respectivement. Nos résultats suggèrent qu’au contrairedu 

β2AR, exclu des rafts resistants au TritonX100, la protéine Gs et l’adénylyl cyclase 

s’y localisent significativement. Cette distribution différentielle du récepteur et de ses 

partenaires de signalisation constituerait un frein à son efficacité de transduction. 

L’étude du rôle de l’interaction directe de NSF et du GABABR indique par ailleurs 

que l’activité de cette chaperone contrôle également l’efficacité de couplage du 

récepteur dans un mécanisme dépendant de la protéine kinase C. La présence de la 

protéine NSF et du récepteur GABAB dans les rafts suggère, de plus, qu’NSF exerce 

cette fonction en régulant potentiellement la distribution membranaire du récepteur. 

Outre leur rôle dans la signalisation, les rafts participent parallèlement aux 

microdomaines recouverts de clathrine, au contrôle des phénomènes d’endocytose 

survenant lors de la désensibilisation fonctionelle des GPCR. Acteur clef de ces 

phénomènes, la βarrestine adopte un comportement spécifique en fonction de son état 

d’ubiquitination. Afin de pouvoir détecter en parallèle la dynamique en temps réel de 

l’ubiquitination de la βarrestine et l’évolution de ses capacités de liaison aux 

récepteurs ou à ses autres partenaires, nous avons développé une méthode originale 

reposant sur la technologie de transfert d’energie par résonance de bioluminescence. 

La fidélité de cette dernière a été estimée en revisitant le modèle d’ubiquitination 

différentielle de la βarrestine par les β2AR ou V2R.  
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L’ensemble de ces études nous ont conduit à proposer que NSF, l’ubiquitination et les 

rafts participent à différentes facettes d’un même principe de régulation: le contrôle de 

la distribution latérale et de l’association des GPCR à des complexes de signalisation 

spécifiques.   

 

Mots-clés: GPCR, signalosome, désensibilisation, compartimentation, rafts, diffusion 

latérale, ubiquitination, βarrestine, NSF 
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Abstract 

The cellular compartmentation and the various mechanisms controlling protein 

interactions guarantee the specificity and the dynamic composition of signaling 

protein complexes. The impact of these processes on the efficacy of the transfer of 

information being largely unknown, the influence of raft microdomains or of 

mechanisms regulating protein interactions involving the NSF chaperone or the 

ubiquitination phenomenon, have been evaluated by studying the signalisation of 

three membrane receptors belonging to the G protein coupled receptor family 

(GPCR): β2-adrenergic (β2AR), GABAB (GABABR) and V2-vasopressin (V2R) 

receptors. Our results show that in contrast to β2AR, the Gs protein and the adenylyl 

cyclase are significantly localized in TritonX100 resistant rafts. This differential 

distribution of the receptor and its signaling partners appears to restrein its coupling 

efficacy. The direct interaction between NSF and the GABABR is also implicated in 

the control of receptor signaling efficacy. The presence of NSF and the receptor in 

raft microdomains could moreover suggest that NSF exercice its role by controlling 

the lateral distribution of the GABABR. In addition to their role in signaling, rafts 

participate with the clathrin associated microdomaines to the regulation of receptor 

endocytosis occurring for exemple during desensitization events. A key actor in these 

phenomena, the βarrestin, adopts a specific behaviour depending on its ubiquitination 

state. In order to be able to follow in real time, the dynamic of the ubiquitination of 

this protein and the evolution of its binding properties toward receptors or other kind 

of partners, we developed a detection method using the bioluminescence resonance 

energy transfert technology. The reliance and the efficacy of this method have been 

estimated by studying the model of the differential ubiquitination of βarrestin in 

response to β2AR or V2R.  

By correlating our studies to numerous reports in the literature, we will propose 

that NSF, ubiquitination and rafts, participate to different aspects of a general 

principal of regulation of GPCR: the control of their lateral membrane diffusion and 

their association to specific signaling complexes.  
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AVANT-PROPOS 

 

Unité fondamentale du vivant, la cellule est étroitement dépendante de son 

milieu. La quantité de nourriture, le niveau d’oxygène, le niveau de lumière ou encore 

la présence d’autres cellules ou organismes sont autant d’informations nécessaires à 

sa survie. Ce besoin a amené les cellules à développer des moyens de détection et de 

communication remarquables tant par leur diversité que leur efficacité. Tous sont 

organisés selon un schéma conservé: un récepteur cellulaire détecte un signal; il 

transmet l’information à des effecteurs; ces derniers permettent alors la propagation et 

l’intégration du signal ; l’intégration du signal aboutit à un stockage de l’information 

à plus ou moins long terme ainsi qu’à l’adaptation du comportement cellulaire. Chez 

l’homme, plus d’un cinquième des protéines sont impliqué dans de tels mécanismes 

de communication, soit environ 20000 protéines différentes (Copley et al., 2002). La 

cellule humaine doit donc à tout moment intégrer de manière efficace les multiples 

signaux transmis par l’intermédiaire de ces milliers de protéines.  
 

Quels sont les mécanismes biologiques lui permettant de relever un tel défi? 

Comment la transmission exacte d’une information donnée est-elle assurée au même 

titre que des centaines d’autres et ce, simultanément? Par quelle « magie » la cellule 

réussit-elle à atteindre un tel niveau de précision dans un environnement complexe et 

variable?  

 

L’une des réponses développées au cours des quelques trois milliards et demi 

d’années qui nous ont précédés, réside dans la régulation de l’association des 

protéines assurant la communication cellulaire (Bray and Duke, 2004). Au demeurant 

simple, ce phénomène repose paradoxalement sur la synergie d’une variété de 

mécanismes moléculaires d’une exquise complexité.    

 

En étudiant les conséquences fonctionnelles de ces mécanismes sur la 

signalisation de récepteurs appartenant à la famille des récepteurs couplés aux 



 

 2 

protéines G (GPCR), dont la diversité et le succès évolutif constituent les signes 

distinctifs (Perez, 2003), ce travail de doctorat s’inscrit dans cette problématique 

générale.  
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INTRODUCTION 

 

 

L’idée directrice de ce travail est d’étudier le rôle, dans la signalisation des 

GPCR, de certains des mécanismes cellulaires, impliqués dans la modulation des 

complexes protéiques. A travers l’étude de trois récepteurs particuliers, les récepteurs 

β2 adrénergique (β2AR), V2-vasopressine (V2R) et GABAB (GABABR), les 

conséquences fonctionnelles de la compartimentation membranaire et de la 

modulation des complexes et des interfaces protéiques seront évaluées. Afin de 

souligner la multitude et la promiscuité des acteurs impliqués dans la signalisation de 

ces trois récepteurs, les propriétés générales de certains de leurs partenaires seront 

dans un premier temps envisagées. Comme nous le verrons, la plupart de ces 

protéines présentent une propension à s’organiser en complexes oligo- ou 

multimériques probablement essentielle à l’efficacité de la signalisation cellulaire.  Le 

contrôle précis de cette dernière va ainsi reposer sur la régulation de la localisation et 

la composition de ces complexes de signalisation, encore appelés signalosomes. Afin 

d’illustrer le rôle et les propriétés de certains de ces mécanismes, nous étudierons les 

conséquences pharmacologiques de la présence dans les rafts (des microdomaines 

particuliers des membranes) des partenaires de signalisation du β2AR; de 

l’interaction du GABABR avec une protéine spécialisée dans la déstabilisation des 

complexes protéiques, NSF; enfin de la liaison covalente de la βarrestine à une petite 

protéine, l’ubiquitine, dont la dynamique, détectée in vivo à l’aide de la technologie 

du BRET (Transfert d’énergie par résonnance de bioluminescence) détermine les 

propriétés d’association de la βarrestine aux GPCR. Dans ce dernier cas, les exemples 

des récepteurs, β2AR et V2R seront envisagés. Finalement, nous tenterons d’évaluer 

à travers leur remise en contexte dans la littérature dans quelle mesure ces trois types 

de régulation spécifiques au demeurant indépendantes, ne constitueraient pas 

différentes facettes d’un même principe général de régulation de la signalisation 

associée aux GPCR.  
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LA SIGNALISATION ASSOCIÉE AUX GPCR 

LES ACTEURS  

Les récepteurs 

La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) est sans 

conteste la plus grande famille de récepteurs chez les mammifères (Perez, 2003). Le 

séquençage du génome humain a permis d’évaluer à un peu moins d’un millier le 

nombre de gènes codant ces récepteurs. Leur versatilité leur permet de détecter 

efficacement une grande variété de ligands (photons, molécules odorantes, acides 

aminés, nucléotides, hormones glycoprotéiques…etc), dont la diversité est 

probablement sous estimée puisque nombre de ces récepteurs restent 

pharmacologiquement orphelins. Comme leur nom le suggère, le couplage de ces 

molécules aux protéines G hétérotrimériques semblent partagé par l’ensemble des 

récepteurs de la superfamille des GPCR. Ce prédicat n’a évidemment pas été 

démontré pour tous les récepteurs. La démonstration d’un couplage aux protéines G 

pour deux récepteurs très fortement conservés au cours de l’évolution (Pires-daSilva 

and Sommer, 2003), Frizzled (Frz) (Katanaev et al., 2005) et Smoothened (Smo) 

(DeCamp et al., 2000) tend néanmoins à soutenir l’hypothèse d’une généralisation du 

couplage récepteurs/protéine G au sein de la famille des GPCR. Cette interaction 

focntionnelle entre récepteur et protéine G n’en est pas pour autant exclusif. Nombre 

de récepteurs ont la capacité de transduire le signal indépendamment des protéines G. 

De leur côté, les protéines G hétérotrimériques régulent entre autre, l’activité de 

récepteurs membranaires distincts des GPCR, comme par exemple les récepteurs à 

activité tyrosine kinase (RTK) tel que le récepteur de l’insuline (IR).  
 

Évolutivement conservés, on retrouve des GPCR chez les plantes, les 

champignons, les invertébrés et les vertébrés. La conservation de séquence des 

récepteurs homologues est néanmoins minime. Une classification reposant sur leur 

similarité de séquence (Kolakowski, Jr., 1994) a ainsi rapidement démontré des 

faiblesses en faillant à incorporer des récepteurs tels que le récepteur Frizzled (Wang 

et al., 1996) ou voméronasal (Dulac and Axel, 1995). Plus récemment, une 
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classification reposant sur les liens phylogénétiques existant entre les différents 

GPCR a été proposée (Fredriksson et al., 2003). Elle comprend cinq groupes 

principaux de récepteurs (Glutamate, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled et Secretin) 

constituant le système de classification GRAFS. La majorité des récepteurs 

répertoriés chez les différents organismes eucaryotes dont le génome a été séquencé, 

appartiennent à l’un de ces cinq groupes (Fredriksson and Schioth, 2005). Certains 

récepteurs échappent néanmoins à cette classification; les chémorécepteurs du 

nématode (Robertson, 1998), le récepteur à l’AMPc de Dictyostelium, les récepteurs 

du goût et des odeurs des insectes (Hill et al., 2002), le récepteur MLO chez les 

plantes (Devoto et al., 2003), les récepteurs STE2 (Marsh and Herskowitz, 1988) et 

STE3 (Hagen et al., 1986) chez la levure, en sont des exemples. A l’encontre des 

classifications précédentes (Bockaert and Pin, 1999), le système GRAFS suggère 

l’existence d’un ancêtre commun aux différents GPCR (Fredriksson et al., 2003; 

Perez, 2003) répertoriés, avec lequel la bactério-rhodopsine pourrait avoir des liens 

phylogénétiques. Bien qu’exhibant une très faible homologie de séquence avec la 

famille des GPCR (Josefsson, 1999), la  topologie membranaire heptahélicoïdale de 

la bactério-rhodopsine est semblable à la structure tertiaire du domaine membranaire 

des GPCR (Perez, 2003). 

 

Topologie 

 Les sept hélices transmembranaires (7TM) des GPCR (Fig. 1) forment en effet 

l’empreinte structurale de ces protéines, également connue sous le terme de « 

récepteurs à 7TM ». Ces domaines hydrophobes placent leurs extrémités n et c-

terminales de part et d’autre de la membrane. L’extrémité n-terminale et trois boucles, 

situées chacune entre deux régions membranaires (les boucles e1, e2 et e3), constituent 

la zone d’interface avec le milieu extracellulaire; les boucles i1, i2, i3 et le domaine c-

terminal baignant quant à eux dans le cytoplasme. Les boucles intracellulaires vont 

former une interface de liaison essentielle au couplage du récepteur aux protéines G 

hétérotrimériques (Hamm, 2001). L’extrémité c-terminale va être la cible de 
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Figure 1. Schéma de la topologie membranaire d’un récepteur à 7TM modèle. 

 

 

 



 

 7 

diverses protéines kinases et constituer un ancrage potentiel à de nombreuses 

protéines accessoires ou GIP (GPCR interacting protein) parmi lesquelles les 

protéines d’échafaudage sont un groupe important (Bockaert et al., 2003; Bockaert et 

al., 2004). 

Phylogénie  
La famille de la rhodopsine 

Les récepteurs présentant des liens phylogénétiques avec la rhodopsine sont les 

plus nombreux. Chez l’homme, parmi les quelque 700 récepteurs de ce groupe, 460 

sont des récepteurs olfactifs. Tous partagent des motifs conservés, la séquence 

NsxxNPxxY dans le TMVII et le motif DRY entre le passage TMIII et la boucle i2. La 

rhodopsine est le seul récepteur à 7TM ayant été cristallisé jusqu’à présent 

(Palczewski et al., 2000). Ceci  permet d’estimer avec un degré de confiance relatif la 

structure transmembranaire des récepteurs de cette famille. La plupart d’entre eux 

lient le ligand au niveau d’une poche hydrophobe située entre les passages 

transmembranaires (Kristiansen, 2004). Les récepteurs aux hormones glycoprotéiques 

(LH, FSH, TSH) font cependant exception en liant le ligand par leur extrémité n-

terminale.  

Les récepteurs β2AR et V2R, deux de nos récepteurs modèles, font partie du 

groupe des récepteurs liés phylogénétiquement à la rhodopsine. Si le récepteur β2AR 

présente des propriétés de liaison similaires à la rhodopsine, le V2R va par contre lié 

la vasopressine à la fois au niveau de ses domaines TM mais aussi de son domaine n-

terminal.  

 
La famille des récepteurs sécrétine 

Cette famille de récepteurs comprend des récepteurs avec un domaine n-

terminal long de 60 à 80 acides aminés, liant des peptides impliqués dans la 

signalisation intercellulaire de type paracrine. Ils présentent des cystéines très 

conservées engagées dans des ponts dissulfures importants pour la liaison du peptide. 

En plus du récepteur à la sécrétine, cette famille inclut entre autres les récepteurs de la 

calcitonine, les récepteurs CRLR (Calcitonin receptor like receptor) et ceux au 

glucagon. 
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La famille des récepteurs au glutamate 

Les récepteurs de la famille des récepteurs métabotropiques au glutamate 

(mGluR) sont au nombre de seize : huit récepteurs au glutamate, deux récepteurs 

métabotropiques à l’acide γ-amino-butyrique (GABA), les récepteurs GABAB 1 et 2 

(GBR1 et GBR2), un récepteurs sensible au calcium (CaR) et cinq récepteurs de type 

TAS1 liant potentiellement des molécules du goût. Ils ont en commun une région n-

terminale imposante (280 à 580 acides aminés) rappelant la forme d’une plante tue-

mouche ou Venus Flytrap que l’on retrouve également chez certains récepteurs 

ionotropiques [Glutamate et GABA; (Mayer and Armstrong, 2004)]. Ce domaine n-

terminal aurait une structure bilobée similaire à celle retrouvée chez les protéines 

périplasmiques bactériennes (Felder et al., 1999) comme la protéine de liaison au 

maltose. Le ligand serait enfermé dans la cavité délimitée par les deux lobes 

(Kunishima et al., 2000). A l’exception des récepteurs GBR1 et GBR2, les récepteurs 

de cette famille comportent une région riche en cystéines potentiellement importante 

dans le processus d’activation. Autre élément commun à plusieurs des récepteurs de 

cette famille, l’influence allostérique positive du calcium sur la fonction des 

récepteurs mGlu et GABAB (Pin et al., 2003).  

 
La famille des récepteurs d’adhésion 

Indifférenciés par les précédentes classifications, ce groupe semble néanmoins 

phylogénétiquement distinct du clan sécrétine (Fredriksson and Schioth, 2005) dans 

lequel étaient classés certains des récepteurs retrouvés ici, le récepteur de la latrotoxin 

par exemple. Ces récepteurs présentent des répétitions de domaines impliqués dans 

l’adhésion cellulaire à leur extrémité n-terminale, comme les domaines du type EGF 

ou muscin ou encore des domaine riches en cystéines. La longueur de leur région 

terminale extracellulaire peut ainsi varier de 200 à 2800 acides aminés. 

 
La famille des récepteurs frizzeld 

Les récepteurs Frizzled (Frz) sont au nombre de dix et participent au complexe 

oligomériques liant les facteurs de croissance de type Wnt. Leur rôle fondamental de 

modulateur de la polarité, la multiplication ou la mort cellulaire au cours du 
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développement des métazoaires est illustré par un degré d’identité très élevé (70%). 

Les récepteurs Frz présentent une extrémité n-terminale de 200 à 300 acides aminés 

comportant des cystéines très conservées qui semblent impliquées dans 

l’oligomérisation de ces récepteurs et la liaison à Wnt. 

Deux autres types de récepteurs appartiennent également à cette famille : le 

récepteur smoothened (Smo), impliqué dans la voie de signalisation Hedgehog (Hh) 

également essentielle au cours du développement, et les récepteurs de type TAS2. 

Contrairement à ce que laisserait penser leur dénomination, les récepteurs TAS2 ne 

semblent pas avoir de lien phylogénétique avec les récepteurs TAS1 retrouvés dans la 

famille des mGluR. Ils seraient impliqués dans la sensibilité à l’amertume. 

 

Les protéines G hétérotrimériques 

Malgré le recensement de quelques infidélités avec des récepteurs à activité 

tyrosine kinase par exemple (Dalle et al., 2001), les protéines G hétérotrimériques 

(Fig. 2) restent des partenaires de choix des GPCR. A l’issu de la liaison du ligand, la 

structure tertiaire du récepteur est modifiée. Le récepteur adopte alors un agencement 

tridimensionnel (conformation) exhibant une affinité supérieure pour une protéine G 

hétérotrimérique particulière. Ce couplage récepteur-protéine G aboutit à l’activation 

de cette dernière et à la dissociation de l’hétérotrimère en une sous unité α (Gα) et un 

dimère βγ (Gβγ) (Neer, 1995). La sous unité α et le complexe βγ propagent alors le 

signal en activant à leur tour des effecteurs spécifiques. La convergence fonctionnelle 

de Gα et Gβγ dans la régulation de nombreux effecteurs comme l’adénylyl cyclase ou 

les canaux potassiques sensibles aux protéines G (GIRK) (voir référence dans les 

paragraphes suivants) et les résulats obtenus à l’aide de développements 

technologiques récents permettant de suivre en temps réel la dynamique du processus 

d’activation de l’hétérotrimère (Gales et al., 2005) pourraient néanmoins défier cette 

vision classique du processus  
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Figure 2. Structure tridimensionnelle du complexe hétérotrimérique GtαGDP–Gβ–Gγ1 (PDB code 1GOT).  

La sous unité α est représentée en vert et les sous unités β et γ en orange et magenta respectivement. 
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d’activation des protéines G. L’hypothèse que la protéine G, le récepteur et les 

effecteurs s’associent en un seul et même complexe protéique ou signalosome 

(Rebois and Hebert, 2003) pourrait encore renforcer cette idée. Nous reviendrons par 

la suite sur le détail de ces exemples.  

 

Chez les mammifères, chacune des sous unités, α, β et γ (Gβ et Gγ) présentent 

plusieurs isoformes. Il existe seize gènes codant des Gα, cinq pour Gβ et douze pour 

Gγ (Gilman, 1987) dont certains sont soumis en outre à de l’épissage alternatif. Tous 

présentent un niveau de conservation parmi les mammifères approchant une identité 

parfaite. Selon un calcul combinatoire simple, 960 hétérotrimères différents 

pourraient exister si chacune des sous unités s’appariait aléatoirement avec les deux 

autres. 

 Si cette théorie combinatoire trouve des applications in vitro, toutes les 

combinaisons Gαβγ ne semblent pas efficaces en terme de transduction du signal in 

vivo (Blackmer et al., 2001; Hynes et al., 2004a; Lei et al., 2000; Schmidt et al., 

1992; Spring and Neer, 1994). En outre, la composition de l’hétérotrimère influence 

la spécificité de couplage à la fois envers le récepteur et les effecteurs (Fletcher et al., 

1998; Lindorfer et al., 1998).  

Quatre familles de sous unités α peuvent être distinguées : αS/αolf, αi/αO, αq/α11 

et α12/α13 (Gilman, 1987). Toutes présentent un domaine GTPasique régulant la 

cinétique du cycle activation/inactivation de la protéine G. Leur extrémité c-

terminale, notamment les cinq derniers acides aminés, module la spécificité 

d’interaction avec le récepteur. Il reste néanmoins difficile de définir, avec exactitude, 

les déterminants moléculaires de la spécificité de couplage entre la protéine G et le 

récepteur dont le couplage met probablement en jeu un réseau complexe 

d’interactions impliquant le récepteur et chacune des sous unités α, β et γ (Kisselev et 

al., 1995a; Kisselev et al., 1995b; McIntire et al., 2001; Taylor et al., 1994; Yasuda et 

al., 1996). 
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Figure 3. Représentation du cycle d’activation d’une protéine G hétérotrimérique et du rôle 
activateur ou inhibiteur joué par les différents modulateurs de ce dernier.  

GPCR, GEF (GTPase exchange factor, ex: Ric8) ; GAP (GTPase activator factors); RGS (regulator 
of G protein signaling); AGS (receptor-independant activators of G protein signalling). Figure 
adaptée de (Lanier, 2004)).  
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Support du couplage aux effecteurs du dimère Gβγ, les sous unités Gβ arborent 

une très haute affinité pour les sous unités γ. L’interaction entre β et γ est stabilisée 

par une interaction de type superhélicoïdale ou coiled coil (Garritsen et al., 1993). La 

sous unité Gβ5 constitue une exception parmi les sous unités Gβ en liant Gγ de 

manière plus labile. La composition du complexe Gβγ semble définir son interaction 

avec des effecteurs spécifiques (Blackmer et al., 2005). 

 

Le cycle d’activation de Gα 

Toutes les sous unités Gα présentent un même cycle d’activation/inactivation 

(Fig 3). A l’état basal, Gα est liée à Gβγ et présente sous cette forme une affinité 

élevée pour le GDP (guanosine diphosphate). Dans cette conformation inactive, 

l’interaction entre Gα et Gβγ s’effectue au niveau d’une poche hydrophobe dans le 

domaine GTPasique. Lorsque le récepteur est activé à l’issu de sa liaison au ligand, il 

induit un changement structurel de Gα en interagissant avec sa poche hydrophobe et 

déplace sa liaison à Gβγ (Lambright et al., 1996). Cet événement entraîne une 

diminution de l’affinité de la sous unité Gα pour le GDP qu’elle libère. Une molécule 

de GTP, en concentration supérieure dans le milieu par rapport au GDP, est alors 

échangée. Le GTP clôt la phase d’activation de la sous unité Gα en induisant la 

disparition de la poche de liaison au dimère Gβγ et la potentielle dissociation du 

trimère (Neer, 1995). Une vision alternative reposant sur un simple changement 

conformationnel de l’interface entre Gα et Gβγ pourrait également être envisagée 

dans le contexte ou la dissociation physique de ces partenaires n’ait pas lieu comme 

nous l’avons précédemment évoqué.  

L’étape d’inactivation de la protéine G dépend de l’activité GTPasique de la 

sous unité α. Une fois l’hydrolyse du GTP effectuée, le complexe αβγ reprend sa 

conformation initiale et stabilise la liaison du GDP à la sous unité α, complétant ainsi 

le cycle. 

La libération du GDP et la vitesse de l’hydrolyse sont deux étapes limitantes du 

cycle de la protéine G. Bien que spontanée, la constante de dissociation (koff) du GDP 

de la sous unité α varie en fonction de la nature de cette dernière (Cabrera-Vera et al., 
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2003). Si la stimulation des GPCR ou de la protéine Ric8 ou AGS1 (Lanier, 2004; 

Willard et al., 2004) vont favoriser la libération du GDP et l’échange avec le GTP 

(activité GEF), il va par contre être inhiber par Gβγ (Fig 3). Cette capacité du dimère 

à diminuer la vitesse de dissociation du GDP de la sous unité Gα, lui confère donc un 

rôle régulateur essentiel dans le processus d’activation de la protéine G. L’activité 

GTPasique de la sous unité α est également spontanée et varie considérablement d’un 

type de sous unité à l’autre. Elle va elle-aussi être soumise à régulation, notamment 

par les RGS (regulator of G protein signalling) et certaines AGS (receptor-

independant activators of G protein signalling) (Fig 3). 

 

Les protéines régulatrices de l’activité GTPasique 
 Les RGS 

La trentaine de protéines appartenant à la famille des RGS ont en commun un 

domaine spécifique comportant 23 résidus hydrophobes (Ross and Wilkie, 2000). 

Certaines d’entre elles sont des protéines à multiples domaines arborant à la fois un 

domaine RGS et des domaines aux fonctions diverses. La protéine RGS12 en est un 

bon exemple puisqu’elle cumule domaines RGS, PDZ, RBD (domaine de liaison à 

ras), GoLoco (domaine retrouvé chez certaines protéines AGS) et PTB (domaine de 

liaison au phosphotyrosine) (Siderovski et al., 1999). La fonction principale attribuée 

aux protéines comportant un domaine RGS est d’augmenter l’activité ATPasique des 

protéines G hétérotrimériques (activité GAP). Plus récemment, elles ont également 

été impliquées dans la régulation directe de différents effecteurs des protéines G, 

notamment les canaux calciques (Richman et al., 2005; Schiff et al., 2000). 

Au contraire des GAP associées aux petites protéines G, telles que les protéines 

ras, arf ou rho, qui agissent à travers une structure en doigt d’arginine (Sprang, 1997), 

les RGS stabilisent l’état de transition survenant au cours de l’hydrolyse du GTP 

(Tesmer et al., 1997a).  En accélérant l’activité GTPasique de Gα, elles diminuent 

l’activité de signalisation de Gα et Gβγ et permet leur éventuelle réassociation.  En 

plus de leur activité GAP, certaines RGS,  RGS1, RGS3, RGS4 et RGS8, ont 

également la capacité d’accélérer l’échange GDP/GTP au niveau de Gα (Doupnik et 

al., 1997; Saitoh et al., 1997), potentialisant ainsi l’efficacité du signal protéine G 
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/effecteur. En liant Gα au niveau de sa région d’interface avec Gβγ, les RGS 

pourraient aussi stabiliser la forme GαGDP (Tosetti et al., 2002) en entrant en 

compétition avec Gβγ, laissant à celui-ci le loisir d’interagir avec d’éventuels 

effecteurs.   

 
Les AGS 

Découvertes plus récemment (Cismowski et al., 1999; Takesono et al., 1999), 

ce sont des protéines qui vont activer la protéine G séparément du récepteur. Bien que 

mises en évidence dans un même test fonctionnel, les AGS ne partagent aucune 

similarité structurale et leurs mécanismes d’action sont différents (Lanier, 2004). 

Elles modulent en outre différents types de protéine G. AGS1 promeut la dissociation 

de Gα du complexe Gβγ en induisant l’échange GDP/GTP de Gαi. Au contraire, 

AGS2 et AGS3 stabilisent la forme GαGDP et semble lui conférer une activité 

indépendante de sa liaison au GTP tout en induisant sa dissociation de Gβγ. AGS3 

constitue le chef de file d’une famille de protéines exhibant un motif conservé 

d’environ 25-30 aa, le motif GPR (Takesono et al., 1999),  ou GoLoco (Siderovski et 

al., 1999). Ce motif suffit à inhiber l’étape de libération du GDP de Gα. Parmi les 

protéines présentant un motif GoLoco, on retrouve également des protéines RGS 

(RGS12 et RGS14 par exemple) ainsi que des homologues de AGS3 chez C. elegans 

et la drosophile, GPR1/2 et PINS, essentiels à la polarisation cellulaire lors du 

développement embryonnaire (Knoblich, 2001; Schaefer et al., 2000). 

 
Les protéines à activité GEF  

En dehors des GPCR et de la protéine AGS1 qui modulent la protéine Gαi 

(Lanier, 2004), la protéine Ric8 constitue le seul autre exemple de protéine présentant 

une activité GEF vis à vis des protéines G hétérotrimériques. Elle favorise l’échange 

nucléotidique de Gαq, Gαi/O et Gα12/13 (Afshar et al., 2004; Miller et al., 2000; Tall et 

al., 2003). Contrairement au GPCR, Ric8 interagirait néanmoins préférentiellement 

avec la forme GαGDP en l’absence de Gβγ et favoriserait, en induisant la libération du 

GDP, la formation d’un complexe Gα/Ric8 dépourvue de nucléotide (Tall et al., 
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2003) biologiquement actif. Ces résultats suggèrent ainsi que l’espèce GαGTP ne 

constitue pas la seule population de sous unité α à présenter une activité.  

 

Les effecteurs activés par les protéines G 

Longtemps considérées comme les sous unités actives des protéines G, les 

protéines Gα vont, à l’issu de leur activation, directement interagir avec différentes 

classes d’effecteurs, dont les mieux caractérisés sont les phospholipases C (PLC) et 

les adenylates cyclases (AC) (Cabrera-Vera et al., 2003). L’activation de la PLC ou 

de l’AC mène à la production de molécules appelées « second messagers », 

respectivement les inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG), ou 

l’adenosine monophosphate cyclique (AMPc). Ces molécules vont propager et 

amplifier le signal initié par le récepteur et stimuler à leur tour de nouveaux 

effecteurs. Les canaux calciques et la protéine kinase C (PKC) sont les principaux 

effecteurs des IP3 et du DAG tandis que la protéine kinase A (PKA) est la cible 

principale de l’AMPc. Les sous unités Gα vont également moduler l’activité d’autres 

effecteurs : les phosphodiestérase (PDE), les tyrosines kinases telles que src, la NO 

synthase (NOS), certaines phospholipase D et A (PLD et PLA), certains régulateurs 

des petites protéines G (rap1GAP et p115RhoGEF). 

La mise en évidence de l’activation d’un canal potassique muscarinique à 

l’acétylcholine par Gβγ (Logothetis et al., 1987) a constitué la première évidence 

expérimentale d’un rôle actif de Gβγ en terme de signalisation chez les mammifères. 

Bien qu’ayant fait l’objet de discussions passionées, cette idée avait été proposée plus 

de dix ans auparavant chez la levure sur la base d’expériences génétiques (Mackay 

and Manney, 1974a; Mackay and Manney, 1974b; Hartwell, 1980). Depuis, le dimère 

Gβγ s’est vu impliqué dans la régulation de l’activité de nombreux effecteurs  

protéiques des GPCR : les AC, la PLC, les canaux potassiques rectifiant entrant (Kir) 

dépendant des protéines G (GIRK) ou sensible à l’ATP (KATP), les canaux calciques 

(Cav), les kinases des GPCR (GRK), la protéine kinase D (PKD), la calmoduline, 

certaines tyrosines kinases (celle de Bruton et  la tyrosine kinase Tsk), la protéine 

Shc, la tubuline, les RGS (dans le cas de la sous unité Gβ5), la phosphatydyl inositol 
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tris-phosphate (PI3) kinase, récepteur Glycine (Yevenes et al., 2003), canaux K+ 

voltage dépendant (Jing et al., 1999)…etc. 

La liste détaillée des effecteurs de Gα ou du complexe Gβγ a fait l’objet 

d’excellentes revues de la littérature (Cabrera-Vera et al., 2003; Knall and Johnson, 

1998; Pierce et al., 2002; Taussig and Zimmermann, 1998). Dans l’ensemble, ces 

différents effecteurs sont des cibles pour diverses voies de transduction et constituent 

en cela de véritables plates-formes d’intégration en terme de signalisation. Cette 

propriété est merveilleusement illustrée par trois d’entre eux, l’AC, les GIRK et les 

Cav, qui constituent des effecteurs importants des β2AR, V2R et GABABR.  

 

L’adénylate cyclase  

La conservation évolutive de cette enzyme générant l’AMP cyclique (AMPc), 

retrouvée aussi bien chez l’homme que chez des eucaryotes unicellulaires tels que 

Paramecium ou Dictyostellium, reflète l’importance de l’AMPc dans la signalisation 

cellulaire. Certains pathogènes tels que Bordetella pertussis ou Vibrio cholerae 

sécrètent ainsi leur propre AC ou des toxines capable de réguler l’activité des AC afin 

d’exploiter la dépendance physiologique des mammifères vis à vis de l’AMPc 

(Cooper, 2003).  

 

La famille des AC compte neuf protéines membranaires et une protéine soluble 

(Hanoune and Defer, 2001) chez les mammifères. Les AC membranaires comportent 

deux domaines membranaires constitués de 6TM et deux domaines cytosoliques 

catalytiques, C1 et C2, au sein desquels on peut distinguer deux régions différentes a 

et b (C1a/b et C2a/b) (Fig 4). La région d’interface des domaines C1a et C2a 

constitue le site actif de l’enzyme (Tesmer et al., 1997b) qui catalyse l’attaque du 

groupement hydroxyle en 3’ du ribose de l’adenosine triphosphate et promeut la 

formation d’une molécule cyclique, l’AMPc.  Deux résidus aspartate (D) du domaine 

C1a (D396 et D440) semblent particulièrement important dans la catalyse de cette 

réaction, notamment en raison de leur capacité à  instaurer une liaison de coordination 

avec un co-facteur de la réaction, le magnésium (Mg2+). Cette liaison de coordination 

peut également être instaurée avec des molécules aux propriétés similaires à celles du 
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magnésium, comme les ions Mn2+ ou le Ca2+. Le Mn2+ va ainsi présenter la capacité 

de stimuler l’AC (Tesmer et al., 1997b) tandis que le Ca2+ va jouer un rôle 

antagoniste à hautes concentrations en entrant en compétition avec les ions Mg2+ (Hu 

et al., 2002). La sensibilité des AC au magnésium étant variable, la capacité du Ca2+ à 

inhiber leur activité enzymatique va différer en fonction des isoformes.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 4. Représentation schématique de la structure proposée des différents isoformes membranaires 
des adénylyl cyclases.  

 
Les sites M1 et M2 correspondent aux deux domaines membranaires constitués chacun de 6 passages 
transmembranaires. La localisation cytosolique des sites C1 et C2 formant le site catalytique de 
l’enzyme est également représentée par rapport à l’ensemble de la protéine. 

 

 

 L’ensemble des isoformes membranaires des AC sont stimulées par leur liaison 

à la sous unité Gαs liée au GTP et, à l’exception de l’isoforme IX (Premont et al., 

1996a) (Yan et al., 1998), toutes sont régulées positivement par le diterpène, 

forskoline (Fsk) (Sunahara et al., 1997a).  

En favorisant l’interaction entre les deux domaines C1a et C2a, Gαs ou la 

forskoline stabilisent l’état de transition de l’enzyme (Sunahara et al., 1997b; Tesmer 

et al., 1997b). Au-delà de ces deux régulateurs communs, un nombre important 

d’autres composants participent à la régulation des AC (Tableau 1). 
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Leur sensibilité au calcium va notamment permettre de les différencier en 

quatre groupes principaux : les AC activées par de faibles concentration calcique via 

leur liaison à la calmoduline (CaM), les AC inhibés par de fortes concentrations de 

calcium, celles indépendante du calcium et finalement dans le cas de ACIX, celles 

inhibées par le calcium via la calcineurine. 

Le cristal obtenu entre la sous unité Gαs et le site catalytique de l’AC a permis 

de définir le site de liaison principal de Gαs au niveau du domaine C2a (Tesmer et al., 

1997b) de l’AC. La région C1b pourrait également être importante à la liaison de Gαs 

en constituant un site de plus basse affinité (Chen et al., 1997) pour la protéine G, 

potentiellement important en terme de régulation. En effet, la phosphorylation par 

PKA du domaine C1b de l’ACVI inhibe la stimulation de l’enzyme dépendante de 

haute concentration de Gαs. Confirmant l’importance de la région C1b dans le 

processus d’activation de l’AC, ce domaine semble participer à la liaison de la 

calmoduline (CaM) à l’ACI (Vorherr et al., 1993) qui activerait cette dernière en 

désinhibant son site catalytique. Comme dans le cas de Gαs, les domaines C1b/C2 

forment un des sites de liaison important pour l’inhibition de l’ACI par Gβγ, son autre 

site de liaison étant constitué par le domaine C1a (Wittpoth et al., 1999). Finalement, 

l’effet inhibiteur de Gαi sur les ACI, V et VI, proviendrait de sa capacité à lier le 

domaine C1a, induisant la diminution de la stabilité de l’état de transition de 

 

Groupe Isoformes Expression Activators Inhibitors 

Groupe 1 ACI 
ACIII 
ACVIII 

Cerveau 
Epithélium olfactif, pancréas 
Cerveau, pancréas 

Gαs, Fsk, Ca2+/CaM 
Gαs, Fsk, Ca2+/CaM 
Gαs, Fsk, Ca2+/CaM 

GαI/o, Gβγ, CaMKIV, inhibiteur site Pa 
CaMKII, inhibiteur site P 
inhibiteur site P 

Groupe 2 ACII 
ACIV 
ACVII 

Cerveau, poumon 
Ubiquitaire 
Ubiquitaire 

Gαs, Fsk, Gβγ, PKC 
Gαs, Fsk, Gβγ  
Gαs, Fsk, Gβγ, PKC 

inhibiteur site P 
inhibiteur site P 
inhibiteur site P 

Groupe 3 ACV 
ACVI 

Cœur, striatum 
Cœur, reins, ubiquitaire  

Gαs, Fsk, PKC 
Gαs, Fsk 

GαI, Ca2+, PKA, inhibiteur site P, Gβγ 
Gαi, Ca2+, PKA, PKC,  inhibiteur site P 

Groupe 4 IX Corps pituitaire, ubiquitaire Gαs Calcineurin, inhibiteur site P 
 

 

Tableau 1. Expression et régulation de chacun des isoformes de la famille des adényl cyclases  

(Tableau réalisé à partir des revues de littérature de Couper DMF 2003 Biochem. J et Patel TB 2001 Gene). a 
Inhibiteur site P : dérivés de l’adénosine 3’ polyphosphates qui inhibe l’AC selon un mécanisme terminal non 
compétitif. Adapté de (Cooper, 2003). 
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l’enzyme ou alternativement la stabilisation d’un état inactif de cette dernière 

(Tesmer et al., 1997b).  

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, les AGS et les RGS 

régulent l’activité des sous unités Gαi/q en modulant différentes étapes de leur cycle 

d’activation/inactivation : la stabilité de la forme GαGDP, l’échange GDP/GTP, ou 

encore l’hydrolyse du GTP. Les effecteurs des protéines G, la PLCβ (Berstein et al., 

1992) ou la guanosine monophosphate cyclique (GMPc)-phosphodiestérase (PDE) 

par exemple (Arshavsky and Bownds, 1992), ont également été impliqués dans la 

modulation de ce cycle, en favorisant l’activité GTPasique de Gαq ou Gαt 

respectivement. Dans le cas de Gαs pour laquelle une seule RGS a été mise en 

évidence jusqu’à présent (Zheng et al., 2001), une activité GAP de l’AC a également 

été montrée (Scholich et al., 1999). Ces auteurs démontrent en outre que l’AC 

potentialise l’activité GEF du récepteur vis à vis de Gαs et favorise ainsi l’initiation 

de son activation par le récepteur (Scholich et al., 1999). Cette activité GEF/GAP qui 

rappelle celle observée pour certaines RGS (Doupnik et al., 1997; Saitoh et al., 1997), 

augmente de 100 fois, la capacité du récepteur à activer l’AC (Scholich et al., 1999). 

Cette fonction GAP de l’AC pourrait ainsi amplifier le signal dans des conditions de 

basse concentration de ligand ou de récepteur dans une conformation active (Patel et 

al., 2001). En inférant l’existence d’un complexe récepteur-protéine G-cyclase au 

moment de l’activation, ces résultats supportent l’idée proposée dès le début des 

années 80 par le groupe de Levitski (Tolkovsky et al., 1982) concernant 

l’incorporation des ces acteurs au sein de mégacomplexes définis par la suite sous le 

terme de signalosome (Rebois and Hebert, 2003).  

Finalement, les protéines RGS pourraient moduler directement l’activité cyclase 

à défaut de réguler Gs. La protéine RGS2 a dernièrement été impliquée dans la 

régulation des ACIII, ACV et ACVI (Salim et al., 2003; Sinnarajah et al., 2001). 

Dans le cas de l’ACV, l’interaction directe entre RGS2 et l’enzyme s’effectue entre le 

domaine n-terminal de RGS2 et le domaine C1 de ACV (Salim et al., 2003). Ce 

mécanisme permettrait à RGS2 d’atténuer la signalisation associée à la protéine Gs, 

mais indépendamment de son activité GAP. 
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L’exemple des GIRK et des KATP  

Canaux sélectifs du potassium, les GIRK ont pour rôle physiologique de 

maintenir le potentiel membranaire basal et l’excitabilité des cellules neurales, 

cardiaques ou endocrines. Ils vont être stimulés en réponse à l’activation de différents 

récepteurs tels que les récepteurs muscariniques, cholinergiques, GABAB, opioïdes, 

adénosines, somatostatines ainsi que ceux répondant à la neurotensine ou à la 

substance P (Jan and Jan, 1997). Ils forment une des sept sous-familles des canaux 

potassiques rectifiant entrant (Kir), la sous-famille Kir3.0 qui comprend quatre sous 

unités GIRK (Kir3.1, Kir3.2, Kir3.3 et Kir3.4) (Doupnik et al., 1995) Les canaux 

GIRK cardiaques et hypophysaires semblent essentiellement constitués des sous 

unités  Kir3.1 et Kir3.4, tandis que la nature des canaux GIRK neuronaux est plus 

variable (Mark and Herlitze, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. Représentation schématique d’un Kir3.0 et de la localization de ses interactions 
avec diverses modulateurs.  
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Exprimés à de faibles densités (10 canaux /µm2) en comparaison à d’autres canaux 

ioniques (le récepteur nicotinique est présent à environ 10000 canaux / µm2) (Corey 

et al., 1998), les canaux GIRK sont classiquement constitués de quatre sous unités 

Kir3.0, généralement différentes.   

Étudié par Otto Loewi dès 1921, le mécanisme menant à l’activation des GIRK 

a fait l’objet d’une longue controverse initiée en 1987 par Logothetis et al. 

(Logothetis et al., 1987). En suggérant que Gβγ, et non Gα, soit suffisant à 

l’activation des GIRK, ces auteurs conféraient pour la première fois à Gβγ un rôle 

actif dans la signalisation dépendante des GPCR chez les mammifères.  Depuis, 

l’interaction fonctionnelle de Gβγ et des GIRK a été confirmée à plusieurs reprises 

(Dascal et al., 1993; Kubo et al., 1993) et leur liaison directe a été localisée au niveau 

des extrémités n- et c-terminales de chacune des sous unités du canal (Huang et al., 

1995; Kunkel and Peralta, 1995)(Fig 5). La délétion de l’extrémité n-terminale ou sa 

substitution avec la portion équivalente d’un canal Kir insensible au protéine G abolit 

la sensibilité du canal GIRK à Gβγ (Huang et al., 1995).  L’affinité de Gβγ pour le 

domaine c-terminal des Kir3.0, supérieure à celle qu’il exhibe pour la région n-

terminale, est également considérablement altérée par une mutation ponctuelle au 

niveau de la leucine 339 du Kir3.4 (He et al., 1999; He et al., 2002). Tous ensemble, 

ces résultats soutiennent l’hypothèse que Gβγ est la composante fonctionnelle de 

l’activation des canaux potassiques dépendante des protéines G. Si Gβγ est impliqué 

dans la régulation de l’activation GIRK stimulée par les GPCR, il serait également 

très important pour l’activité basale de ces canaux. Cette activité basale serait ainsi 

proportionnelle au niveau de Gβγ libre dans la cellule (Rishal et al., 2005). 

 

La cinétique d’activation et de désactivation d’un canal potassique correspond 

au temps nécessaire à l’initiation et à la terminaison du courant post-synaptique lent 

dans les neurones ou les myocytes. Dans ces dernières, une fois le ligand retiré du 

milieu, le temps de désactivation du canal est de 0.5 s. En système reconstitué, le 

temps de désactivation des GIRK peut atteindre 2 min, valeur similaire à la vitesse de 

l’activité GTPasique intrinsèque de la protéine G. Doupnik et al. (Doupnik et al., 

1997) ont mis en évidence que les RGS1, RGS3 et RGS4 étaient en mesure de 
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compenser cette différence en augmentant la vitesse de désactivation du canal par 

deux ordres de grandeur. Leur action résiderait dans l’augmentation de la vitesse de 

l’échange GDP/GTP et de d’hydrolyse du GTP par Gα, alliant ainsi à leur activité 

classique de GAP, une activité de GEF (Doupnik et al., 1997). Dans ces 

circonstances, Gα, qui lie l’extrémité n-terminale des Kir3.0 probablement par 

l’intermédiaire de sa liaison à Gβγ (Huang et al., 1995), aurait un rôle de régulation 

de la spécificité et de la durée de l’interaction entre Gβγ et Kir3.0 mais aussi de la 

vitesse du cycle activation/désactivation du canal (Mark and Herlitze, 2000). 

 
 

Le dimère Gβγ participe également au processus de régulation d’autres canaux 

potassiques, les canaux rectifiant entrant dépendant de l’ATP (KATP). Dans ce cas, le 

mécanisme moléculaire supportant l’action de Gβγ semble très différent de celui 

observé dans le cas des GIRK. Les KATP, important dans la régulation de la libération 

d’insuline et du tonus vasculaire (Jan and Jan, 1997), sont constitués de deux sous 

unités : l’une de type Kir, par exemple Kir6.2, qui est insensible aux protéines G; 

l’autre correspondant au récepteur de type 1 ou 2 aux molécules d’urée sulfonée 

(SUR1 ou SUR2). Les récepteurs SUR font partie de la famille des transporteurs de 

type ABC et comprend un domaine de liaison à l’ATP (NBD) caractérisé par la 

présence de deux motifs conservés, les motifs Walker A et Walker B (Walker et al., 

1982). C’est ce domaine qui confère la sensibilité du canal KATP à la concentration 

cellulaire en ATP. En présence d’ATP, la sous unité SUR diminue la probabilité 

d’ouverture du canal. En liant directement la sous unité SUR, Gβγ lèverait cet effet 

inhibiteur, permettant ainsi l’ouverture de la sous unité Kir6.2 (Wada et al., 2000). De 

manière intéressante, Gβγ lie SUR au niveau d’une arginine conservée dans les 

domaines NBD à proximité du motif Walker A. Cette liaison pourrait ainsi modifier 

les propriétés de liaison du domaine NBD à l’ATP, inhibant par la même l’effet du 

nucléotide sur l’activité du canal potassique (Wada et al., 2000). Les domaines de 

liaison à l’ATP étant relativement bien conservés, Gβγ pourrait réguler l’activité 

d’autres ATPases selon un mécanisme similaire. Nous verrons que cette hypothèse 
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pourrait être d’intérêt dans le cas du contrôle de l’interaction entre la AAA (ATPase 

associated to various cellular activities) ATPase, NSF et le récepteur GABAB. 

 

L’exemple des canaux calciques dépendant du voltage (CaV) 

L’activité des canaux calciques voltage dépendant, est également dépendante de 

l’activité de certains GPCR, selon différents mécanismes : l’action directe de la 

protéine G au niveau de l’activité du canal ou une action indirecte par l’intermédiaire 

de la stimulation de boucles de rétrocontrôle impliquant des kinases, PKA,  PKC ou 

src par exemple (Catterall, 2000; Schiff et al., 2000; Zamponi et al., 1997). Si ce 

dernier mode de régulation est commun à tous les types de canaux calciques, seuls les 

canaux de types CaV2.0 peuvent être modulés directement par les protéines G.  C’est 

ce dernier mode de régulation qui va nous intéresser tout particulièrement ici. Trois 

types de canaux CaV2.0 se distinguent : N, P/Q et R. Le manque d’outils 

pharmacologiques a considérablement limité l’étude des canaux de types R jusqu’à 

présent. Par contre, la sensibilité caractéristique des canaux N et P/Q à l’ω-CTx-

GVIA et à l’agatoxine, respectivement, a permis d’impliquer ces canaux dans le 

processus de régulation de la libération des neurotransmetteurs dans le système 

nerveux central. La modulation par le récepteur GABAB de l’exocytose des 

neurotransmetteurs va ainsi être médiée dans certains cas, par ces canaux particuliers. 

Deux éléments caractérisent l’action des protéines G au niveau des Cav2 : elle est 

indépendante de facteurs solubles et est levée par une forte dépolarisation 

membranaire. En augmentant le seuil d’activation du canal vers des potentiels 

membranaires positifs, la protéine G ralentie la vitesse d’activation du canal en 

stabilisant un état « réfractaire » ou inactif de ce dernier.   

Comme dans le cas des GIRK, l’interaction directe du dimère Gβγ et de la sous 

unité constituant le pore principal du canal, α1, semble essentielle à l’inhibition des 

CaV2.0 (Herlitze et al., 1996; Ikeda, 1996). L’injection de Gβγ purifiée dans des 

neurones des ganglions sympathiques favorise ainsi l’inhibition des canaux N par la 

norépinéphrine (Garcia et al., 1998). La nature de Gγ utilisé dans de telles conditions 

semble déterminer l’efficacité du dimère Gβγ (Blackmer et al., 2005).  Le 

groupement géranyl-géranyl modifiant Gγ2 semblerait plus efficace que la 
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farnésylation de Gγ1 à localiser Gβγ à proximité du canal. Contrairement à 

l’expression exogène de Gβ qui suffit à induire l’inhibition des courants calciques, Gγ 

reste cependant inactif par lui-même. Le rôle actif de Gβ dans le processus 

d’inhibition des canaux calciques est corrélée par l’importance de la nature de la sous 

unité considérée, Gβ1 et Gβ2 étant plus efficaces que les sous unités Gβ3-5 (Garcia et 

al., 1998).  

Initialement, la liaison de Gβγ aux CaV2.0 (Fig 6) a été circonscrite au niveau 

de la boucle connectant les domaines I et II (I-II) de la sous unité α1 du canal (Bichet 

et al., 2000; De Waard et al., 1997; Herlitze et al., 1997; Zamponi et al., 1997). Cette 

région contient une séquence QXXER retrouvée également au niveau de l’AC et des 

GIRK (Chen et al., 1995) et constitue la cible d’autres régulateurs important de 

l’activité des CaV2.0 : la sous unité β du canal qui régule à la fois les propriétés 

électrophysiologiques du pore α1 et son transport vers des domaines précis de la 

membrane pré-synaptique (Bichet et al., 2000; Hanlon et al., 1999); PKC qui en 

phosphorylant le pore favorise son ouverture (Zamponi et al., 1997). Point de 

convergence de différentes voies de signalisation, la région I-II est donc importante 

dans la régulation de l’activité des CaV2.0. Des résultats ultérieurs ont néanmoins 

souligné l’importance d’autres domaines de α1 dans son lien à Gβγ, notamment ses 

régions N et C terminales cytosoliques (Catterall, 2000), complexifiant ainsi le 

modèle d’action de Gβγ. 
 

La complexité de l’action de Gβγ est particulièrement bien illustrée par le fait 

que le clivage de la syntaxin 1 (STX1) par la toxine botulique prévient la régulation 

des canaux de type N par Gβγ. Ces résultats révèlent ainsi la connection fonctionnelle 

étroite de deux régulateurs important des canaux calciques, les protéines G et la 

machinerie moléculaire supportant l’exocytose des neurotransmetteurs (Catterall, 

2000).  
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Figure 6. Représentation de la sous unité α d’un canal Cav2.0 et du site d’action des différents modulateurs 
de cette dernière  
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Classiquement, les STX participent au phénomène de fusion membranaire (Fig. 

23), ultime étape de tout transport membranaire dans les cellules. Au cours de 

l’exocytose des neurotransmetteurs, STX1 va s’associer à deux autres protéines, 

SNAP-25 et VAMP, par l’intermédiaire de liaison de type superhélicoïdale ou coiled 

coil afin de rapprocher spécifiquement la membrane vésiculaire (contenant VAMP) 

de la membrane plasmique (contenant SNAP25 et STX1A) et favoriser la fusion 

membranaire. L’exocytose est étroitement dépendante de la concentration calcique 

intracellulaire (Fig 24). L’ancrage des vésicules contenant les neurotransmetteurs à 

proximité des canaux calciques, lieu de pénétration dans la cellule des ions calcium 

permettrait ainsi une conjugaison efficace de l’augmentation de la concentration 

calcique à la libération des neurotransmetteurs. En plus de réguler le mécanisme de 

fusion, STX1A et SNAP25 participent non seulement à l’ancrage de la vésicule au 

canal, mais aussi à la régulation de l’activité du canal et ce de deux manières : 1) en 

modulant le transport et la localisation membranaire du canal, 2) en inhibant 

l’activation du canal (Blackmer et al., 2001; Blackmer et al., 2005; Dolphin, 2003; 

Herlitze et al., 1997; Jarvis and Zamponi, 2001; Spafford and Zamponi, 2003; 

Zamponi, Bourinet, et al. 1997). L’interaction directe de Gβγ et de différents 

partenaires du complexe de la fusion membranaire, notamment STX1A (Jarvis et al., 

2000; Jarvis and Zamponi, 2001) suggèrent ainsi une action couplée des protéines G 

et des protéines de fusion dans la régulation de l’activité du canal.  

Finalement, en plus de moduler l’activité électrophysiologique du canal 

calcique, l’interaction entre Gβγ et la machinerie de fusion pourrait également avoir 

pour fonction de réguler le phénomène d’exocytose (Blackmer et al., 2001; Blackmer 

et al., 2005; Silinsky, 2004) en aval de ce dernier. L’activité de différents récepteurs 

tels que les récepteurs GABAB et adenosine, a été impliquée dans la modulation 

directe de l’exocytose des vésicules synaptiques (Wu and Saggau, 1997). Il n’est 

cependant pas clair si leur action se résume à moduler la conformation du dimère Gβγ 

ou si elle est plus directe.  
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Les protéines régulatrices de l’activité des GPCR 

Les cellules ont développé des solutions relativement diversifiées afin d’assurer 

un  contrôle précis du transfert d’information. La modulation de l’activité des 

protéines G par les protéines RGS, GEF, AGS en est un exemple et illustre le niveau 

de sophistication du contrôle qui peut être établi à chaque relais du signal : récepteur, 

protéine G ou effecteurs. Des protéines aux fonctions diverses vont participer à ces 

mécanismes de régulation. Schématiquement, leur action va se limiter à promouvoir 

ou défavoriser l’interaction du récepteur et de ses partenaires. Les protéines 

d’échafaudage font parties des protéines favorisant l’interaction entre les différents 

partenaires d’une cascade de transduction spécifique. En reliant simultanément 

chacun d’entre eux, elles vont stabiliser les complexes de signalisation et augmenter 

l’efficacité et la spécificité du signal. Les cas de InaD (Scott and Zuker, 1998) pour la 

rhodopsine, NHERF (Na+/H+ exchange channel regulating factor) dans le cas du 

récepteur β2AR (Cao et al., 1999; Hall et al., 1998), Homer (Husi et al., 2000) et 

PICK-1 (Protein interacting with the C kinase 1) (Perroy et al., 2002) dans celui des 

récepteurs mGluR, illustrent bien cette idée. Parmi les protéines défavorisant le 

couplage du récepteur à ses partenaires et induisant une atténuation de la transmission 

du signal en provenance de ce dernier, on retrouve entre autres, les protéines kinases 

activées par des seconds messagers tels que l’AMPc ou le calcium et le diacylglycérol 

(DAG) (PKA et PKC respectivement), ainsi que les kinases plus spécifiques des 

GPCR, les GRK. En phosphorylant récepteurs, protéines G, effecteurs et protéines 

modulatrices, ces protéines kinases contrôlent la nature des interfaces protéiques et 

les interactions qui y correspondent. Elles vont ainsi tout à la fois, stimuler l’initiation 

de certaines voies de signalisation et constituer des pierres angulaires des mécanismes 

de rétrocontrôles assurant l’atténuation et la terminaison du signal initié par un 

récepteur donné. Ce mécanisme de désensibilisation spécifique d’un récepteur donné 

est dit homologue. Il peut également s’étendre à d’autres récepteurs et avoir des 

conséquences plus larges sur l’ensemble de la signalisation cellulaire, dites 

hétérologues, par l’intermédiaire de protéines kinases comme PKA ou PKC, aux 

multiples cibles potentielles. Autre protéine défavorisant l’interaction entre le 

récepteur et la protéine G, la βarrestine (βarr). En plus d’interférer stériquement dans 
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le couplage du récepteur à sa protéine G à l’issu de sa phosphorylation par les GRK, 

elle est également impliquée dans la régulation de la localisation du récepteur à la 

surface cellulaire et de son internalisation. Outre son rôle dans le transport 

membranaire des récepteurs, la βarrestine présente une activité d’échafaudage en  

arborant la capacité de lier de multiples partenaires autres que les seuls GPCR 

(Lefkowitz and Shenoy, 2005; Luttrell and Luttrell, 2004).  

 

PKA et PKC 

Activées toutes deux par des seconds messagers majeurs de la signalisation 

cellulaire,  l’AMPc dans le cas de PKA et le calcium et le DAG dans le cas de PKC, 

ces kinases sont impliquées dans la régulation de nombreux aspects de la biologie 

cellulaire incluant la croissance, la différentiation, la motilité et la mort cellulaire. 

Cette importance est reflétée par la longue liste de protéines arborant une séquence de 

reconnaissance consensus pour l’une ou l’autre de ces kinases (R/K-R/x-x-S/T dans le 

cas de PKA; S/T-x-K/R dans le cas de PKC), et ce sans exclusivité.  A titre 

d’exemple, chacun des récepteurs β2AR et GABABR présente des motifs de 

phosphorylation pour ces deux kinases (Fig 27 et 29).  

A l’état inactif, PKA est une holoenzyme tétramérique formée de l’association 

de deux domaines régulateurs constitutivement dimériques et de deux domaines 

catalytiques. La liaison de l’AMPc aux sous unités régulatrices initie la dissociation 

du complexe et l’activation de l’enzyme. La phosphorylation des unités régulatrices 

de type II par les unités catalytiques prolonge la durée de l’activation de ces PKA par 

rapport au PKA de type I (Tasken and Aandahl, 2004). 

L’inactivation de PKC à l’état basal repose par contre sur un mécanisme 

intramoléculaire. Son activation dépendante de la production de DAG à l’issu de la 

dégradation de phosphatidyl inositol par la PLC est fortement stimulée en présence de 

Ca2+ et de phosphatidylsérine (PS) dans le cas des PKC conventionnelles (isotypes 

cPKCα, βI, βII et certaines cPKCδ) (Nakashima, 2002). D’autres types de PKC (PKC 

nouvelles : nPKCδ, ε, η et certaines nPKCθ) sont insensibles au calcium, voire au 

DAG (PKC atypiques : aPKCζ, λ/ι) (Ohno and Nishizuka, 2002).  



 

 30 

Malgré leurs différences structurelles et fonctionnelles, PKA et PKC partagent 

une même dépendance vis à vis de la stabilité et la spécificité de leur association 

membranaire. Incapables d’une association membranaire stable, elles lient des 

protéines d’ancrage, AKAP (A Kinase Anchoring Protein) dans le cas de la PKA et 

RACK (Receptor for activated C Kinase) dans le cas de la PKC. De manière 

intéressante certaines AKAP, AKAP250 (Gravin), lient simultanément PKA et PKC à 

d’autres protéines (Lin et al., 2000), jouant un rôle d’échafaudage présentant des 

propriétés similaires à celui par exemple de InaD ou de PICK1 (Perroy et al., 2002; 

Scott and Zuker, 1998). L’existence de tels complexes permet ainsi d’imaginer 

comment l’extrême compartimentation des voies de signalisation est assurée et ce, 

jusque dans leur régulation (Steinberg and Brunton, 2001). Elle illustre également 

comment le rôle de plate-forme d’intégration joué par de nombreux effecteurs, tels 

que les AC ou les canaux calcique par exemple, peut être précisément orchestré 

(Catterall, 2000; Cooper, 2003; Tasken and Aandahl, 2004).  

En phosphorylant les différents partenaires d’une cascade de signalisation [PKC 

régule également l’activité des protéines G (Ferguson, 2001)], PKA et PKC 

participent à la fois à des mécanismes de désensibilisation homologues et 

hétérologues.  

 

GRK 

Recrutées à l’issu de l’activation du récepteur, l’action de ces kinases est par 

définition circonscrite à des phénomènes de désensibilisation homologue. La famille 

des GRK comprend sept membres différents regroupés en trois sous familles en 

fonction de leur homologie de séquence: 1) GRK1 et GRK7 (Shichi and Somers, 

1978; Weiss et al., 1998); 2) GRK2 (aussi désignée sous le terme de βARK1 pour 

βAR kinase 1) (Benovic et al., 1986) et GRK3 (βARK2) (Benovic et al., 1991); 3) 

GRK4 (Premont et al., 1996b; Sallese et al., 1994), GRK5 (Kunapuli et al., 1994; 

Premont et al., 1994; Sallese et al., 1994) et GRK6 (Benovic and Gomez, 1993). 

Toutes arborent un domaine homologue au RGS dans leur extrémité n-terminale 

(Carman et al., 1999) et un domaine catalytique central (Fig 7). Elles diffèrent 

essentiellement par leur extrémité c-terminale, alternativement modifiée par des 
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groupements lipidiques (acylation ou farnésylation) ou présentant un domaine de 

liaison au complexe Gβγ (Stoffel et al., 1994). 
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Figure 7.  Représentation schématique des différentes protéines de la famille GRK (GRK1-GRK7).  

Toutes partagent un même domaine RGS n-terminal ainsi qu’un domaine catalytique central. Elles se distinguent 
néanmoins par leur domaine c-terminal qui va définir leurs propriétés d’association aux membranes. GRK1 et 
GRK7 vont être farnésylées au niveau d’un motif CAAX. GRK2 et GRK3 vont quant à elles présenter un domaine 
d’homologie à la plextrine.  GRK5 présente une sequence riche en résidus basiques lui conférant une affinité pour 
les phospholipides. Finalement GRK4 et GRK6 vont être palmitylées au niveau de résidus cystéines (Figure 
adaptée de (Ferguson, 2001)). 
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 Certaines GRK résident dans le cytosol à l’état inactif, tandis que d’autres sont 

constitutivement associées aux membranes par l’intermédiaire de leur modification 

lipidique (Qanbar and Bouvier, 2003). 

En phosphorylant le récepteur activé, elles favorisent son couplage à la βarr 

(Oakley et al., 2001) et son découplage subséquent de la protéine G. En addition à 

leur rôle de kinase, les GRK pourraient présenter une activité RGS et moduler le 

signal induit par certains récepteurs indépendamment de la phosphorylation du 

récepteur (Carman et al., 1999; Perroy et al., 2003). Par exemple, GRK4 est 

impliquée dans la désensibilisation du récepteur GABAB dans les neurones de 

cervelet de manière apparemment indépendante de son activité kinase (Perroy et al., 

2003). Cette absence de phosphorylation du GABABR lors de sa désensibilisation est 

en outre corrélée avec l’absence de recrutement de la βarrestine.  Ces résultats sont 

ainsi consistants avec l’idée que l’affinité de la βarr pour un récepteur est déterminée 

par le degré de phosphorylation de ce derniers (Oakley et al., 2001). Les récepteurs 

modulés indépendamment de la phosphorylation par les GRK pourraient donc 

échapper au schéma classique de désensibilisation impliquant le recrutement de la 

βarr. 

La régulation de leur expression (Perroy et al., 2003) ou encore de leur 

préférence vis à vis de récepteurs particuliers (Sorensen and Conn, 2003) semblaient 

jusqu’à tout récemment, être déterminants pour l’implication différentielle des GRK 

dans les processus de désensibilisation. Néanmoins, une spécificité au niveau de la 

nature des voies de signalisation que ces protéines kinases régulent, a été proposée 

(Carman et al., 1999; Kim et al., 2005a; Ren et al., 2005). Si les protéines GRK2 et 

GRK3 modulent préférentiellement les évènements de phosphorylation, de 

recrutement de la βarr et d’endocytose des récepteurs activés, les protéines GRK5 et 

GRK6 contrôleraient plus particulièrement la stimulation des voies MAPK par la 

βarrestine à l’issu de son recrutement au récepteur (Kim et al., 2005a; Ren et al., 

2005). 

 

βarrestine 
La dynamique de son recrutement 
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L’arrestine visuelle (arr1) a initialement été découverte à travers son rôle dans 

la désensibilisation de la rhodopsine (Pfister C 1985 Science). Depuis, trois protéines 

homologues, la βarr1 (arr2) (Lohse et al., 1990), la βarr2 (arr3 (Attramadal et al., 

1992) et une seconde arrestine visuelle, arr4 ou X-arr (Murakami et al., 1993; Craft et 

al., 1994), ont été mises en évidence. Comme leur nom le suggère, les arrestines 

visuelles sont spécifiquement exprimées au niveau des photorécepteurs, tandis que 

βarr1 et βarr2 semblent ubiquitaires. Essentielles au mécanisme classique de 

désensibilisation des GPCR, les arrestines interférent stériquement au niveau de 

l’interface récepteur/protéine G à l’issu de leur recrutement par le récepteur activé. Ce 

faisant, elles induise la désensibilisation fonctionnelle du récepteur. La cristallisation 

des arr1 (Hirsch et al., 1999) et arr2 (Han et al., 2001) a conduit à l’établissement 

d’un modèle décrivant le mécanisme de recrutement de ces protéines du cytosol vers 

le récepteur membranaire activé (Gurevich and Gurevich, 2003) (Gurevich and 

Gurevich, 2004; Vishnivetskiy et al., 1999). Evènement séquentiel, cette translocation 

implique différents sites de l’arrestine. L’interaction initiale entre l’arrestine et le 

récepteur activé mettrait en jeu des résidus polaires pointant au niveau des surfaces 

concaves de chacun des domaines en brin beta de la protéine (Fig 8). Les résidus 

K14/15 de l’arr1 (Gurevich and Gurevich, 2004), très conservés chez chacune des 

quatres arrestines ((Nakagawa et al., 2002), en feraient partie. L’arrestine exhibe 

néanmoins une faible affinité pour le récepteur activé et c’est la phosphorylation de 

ce dernier par les GRK qui favorise le passage de l’arrestine dans un état de haute 

affinité pour le récepteur. Ce changement conformationel impliquerait le 

démantèlement d’un réseau de liaisons ioniques entre cinq résidus (D30/296/303 et 

R175/382), enfouis à proximité de la zone charnière des domaines N et C de l’arrestine 

(Fig 8). En déstructurant ce réseau de résidus polaires, « polar core », les résidus 

phosphorylés du récepteur favoriseraient une conformation de l’arrestine exhibant 

une affinité supérieure vis à vis du récepteur (Vishnivetskiy et al., 1999). 
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Figure 8. Architecture des βarr1 et βarr2 

A)Représentation schématique de l’architecture des βarrestines 1 et 2. Leurs domaines n- et c-terminaux 
présentent tous deux une structure modulaire en brin β représentée en B dans le cas de la βarr1 (modélisation tirée 
de (Han et al., 2001)). Le domaine n-terminal est essentiel à la reconnaissance du récepteur activé tandis que le 
domaine c-terminal constitue probablement un site de reconnaissance secondaire du récepteur. La portion distale 
du domaine n-terminal exhibe une séquence de reconnaissance des phosphates (P) qui est enfouie à l’état basal au 
niveau du cœur polaire de la protéine. Sa reconnaissance par la queue phosphorylée du récepteur induirait un 
changement conformationnel de la protéine. Les régions d’interaction des βarr avec leurs divers partenaires de 
signalisation sont également représentées. On retrouve notamment les prolines 91 et 121 importantes dans la 
reconnaissance par βarr1 du domaine SH3 de src, la séquence LIEF essentielle à la liaison de la clathrine et la 
séquence RXR liant l’adaptateur AP2. La sérine S412 phosphorylée par les ERK module l’interaction de la βarr1  à 
la clathrine et potentiellement à certains des composants de la voies MAPK (Adapté de (Claing et al., 2002; 
Lefkowitz and Shenoy, 2005)).  B) Diagramme en ruban de la βarrestine 1 modélisée à partir de sa structure 
cristalline ((Han et al., 2001)). Les brins sont colorés du bleu vers l’orange en fonction de leur distance de 
l’extrémité n-terminale.  
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En plus d’augmenter l’affinité entre l’arrestine et le récepteur, ce changement 

conformationnel dévoilerait également des interfaces de liaison pour plusieurs 

partenaires des arrestines n’appartenant pas à la famille des GPCR. La diversité 

fonctionnelle de ces partenaires est très importante dans les cas des βarr1 et βarr2 

(Lefkowitz and Shenoy, 2005). Parmi eux, on retrouve la protéine adaptatrice AP2 

(Laporte et al., 1999) ainsi que la clathrine  (Goodman, Jr. et al., 1996) (Fig 8). 

L’interaction entre la βarrestine et ces deux protéines semble importante dans le 

processus d’internalisation des récepteurs désensibilisés. Cependant, en fonction de la 

stabilité de la liaison entre récepteur et βarrestine, ces derniers auront des destinées 

très différentes (Fig 9). 

 
Le niveau de liaison entre la βarrestine et le récepteur détermine le transport de ce dernier   

Les récepteurs liant fortement la βarrestine  (également appelé de classe B; ex : 

le V2R) sont internalisés avec celle-ci et retenus dans des compartiments endosomaux 

intracellulaires où ils seront dégradés ou renvoyés vers la surface cellulaire par une 

voie lente de recyclage. Les récepteurs présentant au contraire une faible affinité pour 

la βarrestine (dit de classe A; ex : le β2AR) sont, quant à eux, internalisés après s’en 

être dissociés, puis rapidement recyclés vers la membrane plasmique (Fig 9). La 

stabilité de la liaison de la βarrestine au récepteur est entre autres déterminée par le 

niveau de phosphorylation par les GRK du récepteur (Oakley et al., 2001). Les 

récepteurs partageant une haute affinité pour la βarrestine (ex : Récepteur 1 de 

l’angiotensine II (AT1R), V2R ou Oxytocin receptor (OR)) vont être phosphorylés 

par des GRK au niveau de plusieurs segments riches en S/T présents dans leur portion 

c-terminale et localisés à une distance conservée du motif NPXXY de la région 

distale de leur TMVII (Oakley et al., 2001).  

 

En dehors de la phosphorylation du récepteur un autre phénomène semble 

déterminant à l’affinité de la βarrestine pour le récepteur auquel elle est recrutée, 

l’ubiquitination (Shenoy and Lefkowitz, 2003). 
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Figure 9. Les différentes voies d’internalisation empruntées par les GPCR 

Le récepteur activé va induire le recrutement d’une GRK et sa phosphorylation subséquente. La βarr est alors 
recrutée au récepteur et favorise son internalisation au niveau des puits recouverts de clathrine (CCP) (1). On 
distingue alors deux types de comportements différents du récepteur : les récepteurs de classe B vont être retenus à 
l’intérieur de la cellule et dégrader ou à lentement recycler vers la surface (2). Les récepteurs de classe A vont 
quant à eux rapidement recycler vers la surface cellulaire à l’issu de leur endocytose (3). Contrairement aux 
récepteurs du groupe A, les GPCR du groupe B vont interagir stablement avec la βarr et co-internaliser avec cette 
dernière. Dans ce cas, la βarr va favoriser la phosphorylation des ERK1/2 mais inhiber leur translocation vers le 
noyau. Dans le cas d’une interaction transitoire avec le récepteur (groupe A), la βarr reste associée à la membrane 
plasmique en système hétérologue aussi longtemps que le ligand n’est pas ôté. (adaptée principalement des 
résultats de (Oakley et al., 1999; Oakley et al., 2000; Oakley et al., 2001)).  
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L’ubiquitination de la βarrestine   

L’ubiquitination consiste en la modification covalente par une petite protéine de 

8kDa, l’ubiquitine (Ubi). Conservée quasi parfaitement de la levure à l’homme, 

l’ubiquitine est ajoutée au niveau de une (monoubiquitination) ou plusieurs (multi-

monoubiquitination) lysines de la protéine modifiée ou encore d’elle-même 

(polyubiquitination). Dans ce dernier cas, le motif d’ubiquitination est constitué d’une 

chaîne d’ubiquitines  impliquant les résidus K11, K29, K48 ou encore K63 de 

l’ubiquitine (Weissman, 2001). Si plusieurs GPCR se voient ubiquitinés à l’issu de 

leur activation, le β2AR (Shenoy et al., 2001) mais aussi le CXCR4 (Marchese and 

Benovic, 2001; Marchese et al., 2003), le V2R (Martin et al., 2003) et les récepteurs 

Ste2 (Hicke and Riezman, 1996) et Ste3 (Chen and Davis, 2002), ce phénomène 

semble particulièrement importante pour leur dégradation (Raiborg et al., 2003). Par 

contre, l’ubiquitination de la βarrestine en réponse à l’activation de récepteurs variés 

(Shenoy and Lefkowitz, 2005) serait en revanche essentielle à l’initiation de leur 

endocytose (Shenoy et al., 2001; Shenoy and Lefkowitz, 2003). La mutation de la E3-

ubiquitine ligase, Mdm2 (Shenoy et al., 2001), responsable du transfert finale 

d’ubiquitine à la βarr (Fig 10) en réponse à l’activation du β2AR, inhiberait ainsi 

l’internalisation du récepteur (Shenoy et al., 2001).  

Soumise à une étroite régulation, la dynamique de l’ubiquitination de la βarr2 

dépend de la nature du récepteur activé (Fig 11) (Shenoy et al., 2001; Shenoy and 

Lefkowitz, 2003; Shenoy and Lefkowitz, 2005). Dans le cas du récepteur β2AR, 

récepteur ayant une faible affinité pour la βarrestine, l’ubiquitination de cette dernière 

est transitoire, diminuant après quelques minutes. Au contraire, dans le cas d’un 

récepteur exhibant une haute affinité pour cette dernière, le V2R ou le récepteur 1 de 

l’angiotensine II (AT1R) par exemple, l’ubiquitination de la βarr2 persiste plusieurs 

dizaines de minutes (Shenoy and Lefkowitz, 2003). L’ubiquitination de la βarrestine 

pourrait donc participer à la détermination de l’identité des voies d’internalisation 

empruntées par les récepteurs endocytosés. Consistant avec cette idée, une protéine 

chimère de fusion entre l’ubiquitine et la βarr2 (βarrUbi) lie stablement le β2AR qui 

n’est plus recyclé vers la surface mais retenu dans l’endosome (Shenoy and 

Lefkowitz, 2003).  
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Figure 10. Représentation du mécanisme d’ubiquitination du récepteur β2AR et 
de la βarr2.  

A l’issu de la phosphorylation du récepteur par une GRK, le recrutement de la 
βarrestine au récepteur s’accompagne de son ubiquitination propre ainsi que de 
celle du récepteur. Différentes enzymes participent au mécanisme 
d’ubiquitination : L’enzyme E1 d’activation de l’ubiquitine (représentée en 
jaune), l’enzyme E2 de conjuguaison de l’ubiquitine et la E3-ubiquitine ligase. 
Dans le cas de l’ubiquitination de la βarrestine, Mdm2 semble jouer le rôle de 
E3 ligase (adapté des résultats de (Shenoy et al., 2001)). 
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Figure 11. Illustration de la dynamique d’ubiquitination de la βarr.  

En fonction de son activation et son association aux récepteurs du groupe A représentés par le β2AR et du groupe 
B représentés par le V2R, l’ubiquitination va diférer. Dans tous les cas, l’ubiquitination de la βarr est induite par 
l’activation de ces deux classes de récepteurs. Dans le cas du β2AR, ce phénomène est néanmoins transitoire 
malgré la présence de l’agoniste et aboutit à une rapide dé-ubiquitination de la protéine adaptatrice probablement 
par une enzyme dé-ubiquitinase. Dans le cas du V2R, la modification de la βarr persiste. (adapté des résultats de 
(Shenoy and Lefkowitz, 2003)).  
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  Conséquences de l’ubiquitination de la βarrestine sur la signalisation des GPCR 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les GPCR ne sont pas les seules 

protéines interagissant avec la βarrestine (Fig 8) (Lefkowitz and Shenoy, 2005). La 

clathrine et AP2 en sont des exemples, mais la βarrestine interagit également avec 

d’autres types de récepteurs –le récepteur de l’insuline (Lin et al., 1999) ou encore 

TGFβ (Chen et al., 2003a)-, dishevelled (un composant de la signalisation du 

récepteur Frizzeld) (Chen et al., 2003b), de petites protéines G [ARF6 (Claing et al., 

2001) et RhoA (Barnes et al., 2005)], des phosphatases [PP2A (Hupfeld et al., 2005)], 

l’inhibiteur du facteur nucléaire κB (IκBα) ((Gao et al., 2004; Witherow et al., 

2004)), ainsi que les tyrosines kinases de la famille src  ((Barlic et al., 2000; Luttrell 

et al., 1999; DeFea et al., 2000a; DeFea et al., 2000b)) et les composants des cascades 

MAPK (kinases activées par des signaux mitogènes) nécessaires à l’activation des 

ERK (kinase régulées par des signaux extracellulaires) (Luttrell et al., 2001) ou de 

JNK3 (cJun kinase) (McDonald et al., 2000) [pour une liste plus détaillée (Lefkowitz 

and Shenoy, 2005)]. De manière intriguante, la capacité de la βarr2 à lier les modules 

protéiques de la cascade MAPK semble intimement liée à son état d’ubiquitination 

(Shenoy and Lefkowitz, 2005)). La stabilité de son ubiquitination détermine une 

activation intense et soutenue des protéines ERK à l’issu de l’activation d’un 

récepteur et prévient leur translocation nucléaire. Dans ces conditions, la stimulation 

des ERK conduit à l’induction de phénomènes cellulaires non mitogéniques, 

différentiation, stress…etc (Ahn et al., 2004; Luttrell et al., 2001). Un parallèle a donc 

été proposé entre l’appartenance d’un récepteur à la classe B et la stimulation 

soutenue des ERK aboutissant à des phénomènes non mitogéniques. L’identification 

des résidus de la βarr ubiquitinés à l’issu de différents récepteurs de cette classe a 

néanmoins démontrer un niveau insoupsonné de spécificité de ce processus. En effet, 

en fonction de l’activation de l’AT1R ou du V2R, deux récepteurs appartenant à la 

classe B et ne recyclant que faiblement, l’identité des lysines impliquées dans 

l’ubiquitination de la βarr2 serait différente. Ces résultats (Shenoy and Lefkowitz, 

2005) suggérent que le changement conformationnel subit par la βarr à l’issu de sa 

liaison au récepteur pourrait différer en fonction de la nature du récepteur activé. Ces 

variations de conformation s’accompagneraient d’une spécificité  au niveau des 
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résidus ubiquitinés de la protéine. Les conséquences de l’ubiquitination sur la 

capacité de liaison de la βarrestine à ses autres partenaires de liaison ne sont pas 

documentées, néanmoins, le fait qu’au contraire du V2R, l’AT1R induisent 

spécifiquement l’ubiquitination des lysines K11 et K12 de la βarr2 (résidus impliqués 

dans la reconnaissance du récepteur activé par l’arrestine) est intriguant. Ces 

différences dans le patron d’ubiquitination de la βarr pourrait donc avoir des 

conséquences quant à l’identité des protéines interagissant avec cette dernière à l’issu 

de l’activation d’un récepteur donné (Fig. 8) (Shenoy and Lefkowitz, 2005). Ce 

faisant, cette modification post-traductionnelle conféreraient un niveau 

supplémentaire de spécificité à la fonction de la βarrestine dans la régulation des 

GPCR.  

 

****** 

 

Cette liste non exhaustive des protéines participant aux voies de signalisation 

associées aux GPCR souligne une caractéristique importante de ces voies de 

transduction, leur convergence. La grande diversité des récepteurs à 7TM contraste 

avec le nombre restreint de voies de signalisation auxquelles ils sont en réalité 

associés dans leur ensemble. Une voie de signalisation impliquant les mêmes 

effecteurs cytosoliques sera en conséquence utilisée pour transmettre des 

informations très différentes. A l’échelle du développement des organismes, ce 

principe est désigné par le terme co-option (Pires-daSilva and Sommer, 2003). 

 La signalisation associée à Hh impliquant entre autre le récepteur smoothened, 

est essentielle au développement antéropostérieur du disque imaginaire de l’aile chez 

la drosophile. Cette fonction ancestrale de Hh est conservée chez le papillon. Dans ce 

cas, Hh contribue également à la formation d’une nouveauté évolutive permettant 

d’éviter les prédateurs, les tâches en forme d’oeil (eyespot) (Keys et al., 1999) (Fig 

12).  

Cette exemple peut paraître anodin mais illustre néanmoins un point essentiel 

dans l’organisation des voies de signalisations cellulaires. Une même voie de 
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signalisation peut aboutir à la création de structures morphologiques et biologiques 

très différentes (Pires-daSilva and Sommer, 2003). 
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Figure 12. Papillon de la famille des lépidoptères. 

P. coenia (Image obtenue sur le site internet Google). Ces papillons présentent des 
dessins en forme d’œil (eyespot) au niveau de la surface supérieure de leurs ailes, les 
protégeant des prédateurs.  

 

 

Les mécanismes moléculaires permettant de générer la diversité biologique à 

partir d’un nombre restreint de modules de signalisation restent encore en grande 

partie méconnue. Néanmoins, certaines propriétés des protéines offrent des indices 

concernant la nature de ce processus; leur capacité à s’associer avec différents 

partenaires en complexes multimériques pourrait ainsi en être un exemple.  
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COMPLEXES MULTIMÉRIQUES ET SIGNALISATION  

Que l’on s’intéresse au développement et à la croissance cellulaire, à l’adhésion 

cellulaire, à la réponse immunitaire, à l’apoptose ou à la régulation de l’activité 

neuronale, l’oligomérisation des différentes protéines impliquées semble, si ce n’est 

une règle, du moins une propriété fréquemment retrouvée dans les voies de 

signalisation. Une telle caractéristique se retrouve également dans les voies associées 

aux GPCR et ce à tous les niveaux de la voie : récepteur, protéine G, effecteurs et 

modulateurs. Dans quelle mesure cette capacité évolutivement conservée des 

protéines à constituer des complexes homo- ou hétéro-multimériques est-elle 

importante? Pourquoi? Quelles sont ses conséquences fonctionnelles? Ce sont ces 

questions ambitieuses qu’aborde cette section. 

Structure quaternaire des acteurs de la signalisation des GPCR 

Les récepteurs 

Le principe selon lequel un GPCR monomérique active une protéine G qui à 

son tour stimule un effecteur est longtemps demeuré le modèle classiquement accepté 

de l’activation des voies de signalisation associées aux GPCR et reste à ce jour 

vivement défendu (Chabre et al., 2003). Néanmoins, le développement récent de 

technologies reposant sur un transfert d’énergie de fluorescence (FRET) ou de 

bioluminescence (BRET) (Angers et al., 2000; Mercier et al., 2002; Xu et al., 1999), 

les techniques de trans-complémentation, de co-immunoprécipitation et de cross-

linking (voir références dans (Bouvier, 2001)) ont permis, au cours des dix dernières 

années, de générer nombre de résultats supportant l’existence de récepteurs 

dimériques ou oligomériques dans les cellules. La visualisation de l’organisation en 

rang de dimères de la rhodopsine exprimée dans des membranes de rétine de souris 

(Fotiadis et al., 2003) (Fig 13) suggère en outre que ces deux types d’organisation 

pourraient coexister simultanément. Un modèle reposant sur la structure cristallisée 

de la rhodopsine (Palczewski et al., 2000) et réconciliant l’ensemble de ces résultats, 

propose la présence de deux interfaces d’interaction du récepteur avec lui-même 

(Javitch, 2004): l’une symétrique, au niveau du domaine TMIV ou V correspondant à  
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Figure 13. Organisation et topographie de la 
face cytosolique de la rhodopsine dans des 
membranes natives de rétines de souris. 

 A) Cette représentation met en évidence la 
concentration du récepteur qui présente un 
alignement en rangée de dimères (mis en 
évidence par les cercles pointillés). La 
flèche indique la présence occasionnelle de 
monomères de rhodopsine. B) Modèlisation 
de l’arrangement de la rhodopsine visualisé 
en A) au niveau de la face cytoplasmique ou 
extracellulaire de la membrane. L’interface 
entre monomères prend place au niveau des 
domaines TM4 et TM5. La majorité des 
contacts entre deux dimères interviennent 
entre la boucle séparant les TM5 et TM6 et 
celle séparant les TM1 et TM2. (Fotiadis et 
al., 2003; Fotiadis et al., 
2004)L’organisation des dimères de 
rhodopsine (Fotiadis et al., 2003) pourrait 
également suggérer une association 
multimérique du tri-complexe αβγ de la 
protéine G. La difficulté de purifier la 
protéine Gα à l’état monomérique ou encore 
l’organisation symétrique de son cristal, 
révélatrice de sa dimérisation, seraient 
compatibles avec une telle hypothèse 
(Graber et al., 1992). Images adaptées avec 
la permission des Dr Fotiadis et Palzewski 
(Fotiadis et al., 2003; Fotiadis et al., 2004) 

B

A 
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son organisation dimérique, l’autre asymétrique, formée par les boucles comprises 

entre ses TMV-VI et TMI-II respectivement et supportant l’interaction 

interdimérique.  

 

Les protéines G 

L’organisation oligomérique des protéines G hétérotrimérique est évidemment 

patente. Cependant, l’évolution du concept d’oligomérisation des récepteurs a soulevé 

des questions concernant la stœchiométrie du couple récepteur-protéine G 

fonctionnel. Un modèle comportant un dimère de récepteur et une protéine G 

hétérotrimérique pourrait en effet répondre aux contraintes structurales et stériques 

générées par un modèle dimérique de récepteur (Baneres and Parello, 2003). 

 

 Les effecteurs et autres protéines associées 

Comme dans le cas des protéines G hétérotrimériques, l’organisation 

pentamérique des canaux calciques (Baneres and Parello, 2003; Catterall, 2000) et 

des récepteurs ioniques au GABA (Baneres and Parello, 2003; Macdonald and Olsen, 

1994) ou à la glycine (Owens and Kriegstein, 2002), tétramérique des canaux 

potassiques rectifiant entrant (Baneres and Parello, 2003; Jan and Jan, 1997) ou des 

récepteurs ionotropiques au Glutamate (Bredt and Nicoll, 2003; Wenthold et al., 

2003) est largement acceptée. A l’image des autres membres de la famille des 

protéines présentant une cassette de liaison à l’ATP comme le CFTR (cystic fibrosis 

transmembrane regulator) (Ramjeesingh et al., 2003a; Ramjeesingh et al., 2003b), 

l’AC semble également dimériser (Cooper, 2003; Gu et al., 2002). Par ailleurs, les 

protéines modulatrices de l’activité des récepteurs, PICK1 (Xia et al., 1999), Homer 

(Xiao et al., 1998), NHERF (Lau and Hall, 2001; Shenolikar et al., 2001), RAMP 

(receptor associated modifying protein) (Hilairet et al., 2001), ainsi que la βarrestine 

(Schubert et al., 1999) semblent présenter une structure quaternaire. 



 

 48 

Les avantages moléculaires de la multimérisation 

L'accroissement du nombre de partenaires d’une protéine doit souvent 

s’accompagner d’une multiplication des ses interfaces d’interaction. En réponse à ce 

besoin, l’évolution semble avoir favorisé une organisation oligomérique des protéines 

aux dépens d’une augmentation de la taille des protéines. Dans une excellente revue 

de littérature, Goodsell (Goodsell and Olson, 2000) énumère les arguments théoriques 

et thermodynamiques ayant pu favoriser le développement d’une organisation 

quaternaire des protéines au détriment de leur augmentation de taille.  

 

Éléments défavorables à l’augmentation de la taille des protéines 
L’augmentation de la surface de solvatation.  

 Thermodynamiquement, la fenêtre de variation de taille compatible avec une 

stabilité structurale des protéines semble limitée par l’augmentation de la surface de 

contact de la protéine avec le solvant pour deux raisons : elle favorise l’hydrolyse et 

induit une augmentation proportionnelle du volume hydratée de la protéine, 

défavorable en terme entropique (Bryant, 1996). L’augmentation de la surface de 

contact d’un dimère de protéine est ainsi deux fois moindre que celle correspondant à 

un doublement de la taille de cette même protéine.  
Le degré de fidélité de la machinerie de traduction 

L’incorporation de codons erronés ou terminateurs au moment de la 

transcription a été évaluée chez les procaryotes à une fréquence d’environ 5/104 ou 

3/104 par codon, respectivement. Globalement ceci signifie que pour une protéine de 

500 acides aminés, une protéine sur quatre présentera une erreur de séquence et une 

protéine sur 7 sera incomplète. En comparaison, toutes les protéines de 2000 acides 

aminés risquent de présenter au moins une erreur d’incorporation et leur traduction 

sera très souvent incomplète (Goodsell and Olson, 2000). De manière générale, les 

mutations ponctuelles n’altèrent que rarement la structure d’une protéine (Campbell-

Valois F-X, 2005), néanmoins le récepteur V2 de la vasopressine (V2R) illustre 

particulièrement bien les effets néfastes que peuvent avoir de multiples mutations 

ponctuelles sur la fonction d’une protéine (Kim et al., 1998; Kim and Arvan, 1998; 
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Morello et al., 2000). A l’échelle évolutive l’augmentation moyenne de la taille des 

protéines pourrait ainsi s’en trouver limitée.  

 

Éléments favorisant une organisation quaternaire des protéines 
La stabilité structurale des oligomères 

La majorité des protéines oligomériques solubles ou membranaires, comme les 

GPCR, présentent une organisation symétrique ou quasi symétrique (Goodsell and 

Olson, 2000). Comme le rappelle Goodsell, en dehors des qualités purement 

esthétiques des complexes symétriques, plusieurs biophysiciens ont mis en évidence 

certains des avantages associés à de tels assemblages. Cornish-Bowden et Koshland 

démontrent théoriquement que l’état d’énergie le plus stable d’un complexe 

oligomérique correspond à un arrangement symétrique (Cornish-Bowden and 

Koshland, Jr., 1971). Dans le même sens, Wolynes propose que l’oligomérisation 

symétrique diminue l’état de transition du repliement de chacune des sous unités 

(Wolynes, 1996). En limitant de facto le nombre de sous unités, la symétrie centrale 

des oligomères diminue l’incorporation de sous unités extranuméraires et de ce fait 

les phénomènes d’agrégation incontrôlée (Goodsell and Olson, 2000).  

 
L’oligomérisation facilite le processus évolutif de sélection 

Dès 1965, Monod propose un avantage évolutif à l’oligomérisation symétrique 

et plus particulièrement à la dimérisation (Monod et al., 1965).  

« Dimeric interfaces are easier to create by mutations of existing monomers 
than are interfaces in complexes of higher symmetry where the probability of non 
productive pairing are necessarily higher….. Because of the inherent cooperativity of 
their structure, symmetrical oligomers should constitute particularly sensitive targets 
for molecular evolution, allowing much stronger selective pressures to operate in the 
random pursuit of functionally adequate structures. »  

 
L’évolution de la structure d’une protéine résulte de l’action de pression de 

sélection thermodynamiques et fonctionnelles. Si cet équilibre aboutit fréquemment à 

une organisation quaternaire symétrique, la pression évolutive associée à la fonction 

d’une protéine peut s’avérer supérieure aux contingences structurales et mener au 

développement de structures asymétriques. Certaines protéines vont ainsi présenter 
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plusieurs axes de symétrie, voire une asymétrie comme dans le cas de la transcriptase 

inverse de HIV-1. 

 
Les effets de la concentration moléculaire ou « molecular crowding » 

Le paradigme prévalant actuellement à l’analyse des données biochimiques et 

biophysiques a mené à une compréhension relativement fidèle des propriétés 

chimiques et biophysiques des macromolécules au cours des dernières décennies, et 

repose sur différents prédicats : 1) le volume de réaction est infini, 2) la solution est 

diluée, 3) la concentration du substrat est très supérieure à celle de l’enzyme (ou 

encore celle du ligand par rapport à la concentration du récepteur), 4) la solution est 

précisément définie, 5) la solution est homogène (Luby-Phelps, 2000). Un nombre 

croissant d’études montrent que la réalité cellulaire échappe néanmoins aux 

conditions idéales du paradigme actuellement en vigueur par de nombreux aspects : 

1) Le volume cellulaire est fini, 2) la concentration moyenne des seules 

macromolécules protéiques est d’environ 350g/L, 3) le volume réactionnel réel est en 

conséquence très restreint, 4) la diffusion l’est également, 5) le milieu est hétérogène.  

Parmi les conséquences physiques des propriétés du cytosol (Tableau 2) 

(adéquatement représentées selon un modèle reposant sur les propriétés 

hydrodynamiques des particules solides (Hall and Minton, 2003)), l’une d’elle est 

l’augmentation du phénomène général d’agrégation des macromolécules. Que cette 

agrégation s’effectue au niveau d’interfaces structurées des protéines natives ou de 

zones hydrophobes révélées par la déstabilisation de ces mêmes protéines, elle repose 

dans tous les cas sur des interactions spécifiques. En ce sens, les conséquences du 

« molecular crowding » ne sont pas de créer de novo des interactions protéiques mais 

bien de les favoriser (Ellis, 2001). Concrètement, la constante d’équilibre entre les 

formes monomériques et dimériques d’une protéine de taille moyenne de 

40kDa sera modifiée en faveur de la forme dimérique par un facteur de 8 à 40 (en 

fonction du volume spécifique de la protéine) quand son évaluation est réalisée dans 

un contexte cellulaire au lieu d’être réalisée dans des conditions in vitro. 
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Tableau 2.  La cellule en chiffres.  

Les informations contenues dans ce tableau sont largement inspirées de plusieurs excellentes revues de la 

littérature décrivant entre autres la réalité de la concentration moléculaire dans la cellule ainsi que ses 

conséquences fonctionnelles. (Bray and Duke, 2004; Ellis, 2001; Hall and Minton, 2003; Luby-Phelps, 2000) 
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Dans le cas d’une protéine capable de tétramériser, la constante d’équilibre entre sa 

forme tétramérique et sa forme monomérique sera par contre modifiée en faveur de la 

tétramérisation par un facteur de 103 à 105 (Ellis, 2001) dans des conditions mimant la 

concentration moléculaire atteinte dans un contexte cellulaire. La visualisation des 

éléments cytosquelettiques dans les cellules eucaryotes (Medalia et al., 2002) ou 

encore l’évaluation de la concentration de l’hémoglobine (350g/L) (Kim et al., 1998; 

Kim and Arvan, 1998) au sein des hématies laissent aisément imaginer que les 

conséquences du « molecular crowding » soient non seulement réelles mais 

influencent également le processus de multimérisation des protéines cellulaires au 

sein du cytosol. L’évaluation de la concentration membranaire de la rhodopsine dans 

les membranes de rétines de souris (68000 récepteurs/µm2) (Fotiadis et al., 2003) 

illustre par ailleurs dans quelle mesure la concentration moléculaire a aussi 

vraisemblablement un impact au sein de l’environnement membranaire. 

 

Le rôle de l’oligomérisation : le cas des GPCR 

Stabilité structurale 

La relation entre oligomérisation et stabilité structurale d’une protéine implique 

que toutes altérations de la capacité d’oligomérisation d’une protéine devrait avoir 

des répercutions sur la stabilité de sa structure tridimensionnelle et donc sur sa 

fonction.  

Dans le cas des protéines membranaires et des GPCR, la stabilité structurale 

d’une protéine est reflétée par sa capacité à être convenablement transportée vers son 

lieu d’action, membrane plasmique ou tout autre organelle. Toute déstabilisation de 

cette dernière peut aboutir à une altération de son transport membranaire et à sa 

subséquente dégradation. Certaines pathologies, la fibrose kystique ou le diabète 

néphrogénique insipide par exemple, découlent apparemment d’une instabilité de la 

protéine, le canal CFTR ou le récepteur V2-vasopressine respectivement. Dans 

chaque cas, la protéine se voit retenue dans le réticulum endoplasmique (Bernier et 

al., 2004a; Kim and Arvan, 1998). L’utilisation d’agents pharmacologiques stabilisant 

une forme native des récepteurs mutants permet leur expression à la surface cellulaire 
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à des niveaux compatibles avec leur fonction physiologique (Bernier et al., 2004b). 

Bien qu’aucune corrélation entre l’instabilité du V2R ou du CFTR mutants et leur 

capacité d’oligomérisation n’ait jusqu’à présent été observée, l’oligomérisation des 

GPCR et d’autres protéines membranaires [canaux calciques, AC, GIRK, récepteur 

ionotropiques au glutamate (iGluR)] a été impliqué dans leur transport vers la 

membrane plasmique (Bichet et al., 2000; Greger et al., 2002; Greger et al., 2003; Gu 

et al., 2002; Kim and Arvan, 1998; Margeta-Mitrovic et al., 2000; Salahpour et al., 

2004; Yuan et al., 2003). Ces observations sont donc consistantes avec l’hypothèse 

d’un rôle de l’oligomérisation dans la stabilisation de la structure tridimensionnelle 

des protéines.  

 

Allostérie 
La notion de signalisation cellulaire revêt l’idée d’un transfert d’information. Le 

rôle de chacune des protéines d’une cascade de signalisation va donc être de conduire 

cette information. Au niveau moléculaire, ce phénomène s’effectue par la propagation 

de réarrangements correspondant à des changements conformationnels locaux ou plus 

vastes de la protéine (Luque et al., 2002). Cette cascade de changements 

conformationnels d’une région d’une protéine vers une autre, définit la notion 

d’allostérie (Kern and Zuiderweg, 2003). Au niveau d’un récepteur, la liaison d’un 

ligand ne repose généralement que sur un nombre restreint de résidus (Suel et al., 

2003). La propagation du signal de liaison vers une nouvelle région du récepteur (son 

interface avec la protéine G par exemple) doit donc reposer sur une chaîne 

d’interactions coopératives au sein de ce dernier. Un tel processus requiert une 

distribution hétérogène des résidus supportant le phénomène d’allostérie et la stabilité 

de la protéine. Ces derniers vont d’une part assurer le fondement architectural de la 

structure tridimensionnelle de la protéine mais également générer le squelette 

nécessaire à une allostérie fonctionnelle (Suel et al., 2003; Luque et al., 2002). 

L’importance de la stabilité structurelle des protéines dans le phénomène d’allostérie 

pourrait ainsi expliquer le lien étroit existant entre propagation de changements 

conformationnels, oligomérisation et signalisation (Bray and Duke, 2004; Goodsell 

and Olson, 2000; MONOD et al., 1965; Sourjik, 2004).  
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TRANSITIONS ALLOSTÉRIQUES ET  SIGNALISATION  

Définition 

La nature même du processus de transduction repose sur la capacité d’une 

protéine à changer de conformation en réponse à la liaison de son ligand. Dans le cas 

des complexes oligomériques homologues ou hétérologues, la liaison d’un ligand à 

une sous unité du complexe va moduler les propriétés de liaison des autres unités 

protéiques. La liaison, selon une courbe sigmoïde, de l’oxygène à l’hémoglobine ou 

de la molécule de GABA au récepteur ionotropique au GABA illustre classiquement 

un tel phénomène (Christopoulos and Kenakin, 2002). Monod, Wyman et Changeux 

ont énoncé un modèle (le modèle MWC) décrivant ce phénomène de transition 

allostérique dans le cas de l’hémoglobine en faisant l’hypothèse que sous l’influence 

du ligand (en l’occurrence l’oxygène), les différentes sous unités de la protéine passe 

d’une conformation R (Relaxed) à une conformation T (Tensed) de manière à 

préserver la symétrie des interfaces entre les sous unités (Monod et al., 1965). Un 

autre modèle, proposée par Koshland, Nemethy et Filmer (modèle KNF) suppose que 

chaque sous unité change de conformation au moment ou elle lie le ligand et que ce 

changement induit à la fois une modification conformationnelle des autres sous unités 

et/ou module l’interaction entre les sous unités (Koshland, Jr. et al., 1966; Koshland, 

Jr. and Hamadani, 2002). Chacun de ces modèles rend  compte des paramètres de 

liaison de l’oxygène à l’hémoglobine, par contre seul le modèle KNF permet de 

décrire à la fois les cas de coopérativité positive comme dans le cas de l’hémoglobine, 

ainsi que ceux correspondant à une coopérativité négative comme dans le cas de la 

carbamoyl-phosphate synthase (Gerhart and Pardee, 1962) ou même neutre lorsque la 

courbe de liaison enzymatique peut être représentée selon une analyse classique de 

Michaelis Menten. Le modèle de représentation allostérique MWC pourrait ainsi être 

considéré comme un cas simplifié du modèle plus général KNF (Stevens and 

Lipscomb, 1992). Dans tous les cas, ces deux modèles décrivent le comportement de 

l’hémoglobine en considérant simplement deux types de conformations extrêmes de 

cette dernière. Des données ultérieures ont néanmoins démontré que cette transition 
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allostérique était vraisemblablement plus graduelle (Perutz, 1970; Perutz et al., 1998) 

et impliquait différents intermédiaires conformationnels de la protéine.  

 

Le cas des récepteurs 

Historiquement, la formalisation mathématique du comportement d’un ligand 

vis à vis de son récepteur a été développée durant la première partie du XXème siècle 

par Clark AJ et a donné lieu à la théorie des récepteurs (Receptor theory ; Revue 

extensive à ce sujet par (Christopoulos and Kenakin, 2002; Kenakin, 2004)). Bien que 

le terme d’allostérie n’ait été employé une première fois qu’en 1961 (Christopoulos 

and Kenakin, 2002) lors d’études portant sur l’hémoglobine, le concept 

d’isomérisation conformationnelle d’un récepteur à l’issu de sa liaison à un ligand a 

été proposé dès les années 50. La structure oligomérique des récepteurs ioniques 

ayant été établie bien avant celle des GPCR, l’importance fonctionnelle de l’existence 

d’une isomérisation conformationnelle de ces récepteurs a été supportée par de 

nombreuses études (Armstrong et al., 2003). En dépis de la vision monomérique des 

GPCR, longtemps en vigueur, différentes publications ont également rapporté les 

effets allostériques d’un ligand ou d’une autre protéine sur la fonction d’un GPCR. 

L’un des exemples les mieux étudiés de la modulation des propriétés de liaison d’un 

ligand à un GPCR reste celui de la protéine G (De Lean et al., 1980) mais d’autres 

protéines ont également été impliquées dans un phénomène similaire : les protéines 

RAMP [Receptor activity modifying protein ; (Foord and Marshall, 1999; McLatchie 

et al., 1998)] et RCP [Receptor component protein ; (Evans et al., 2000; Luebke et al., 

1996) dans le cas du récepteur CRLR, Homer (Ango et al., 2001) dans le cas du 

mGluR ou Calcyone (Lezcano et al., 2000) dans le cas du récepteur D1 

dopaminergique, en sont des exemples.  La description de l’effet allostérique d’un 

facteur X sensible au GTP sur les propriétés de liaison d’un ligand du récepteur β2AR 

a donné lieu à l’énoncé d’un modèle ternaire (De Lean et al., 1980) mettant en jeu 

trois partenaires, H, R et X (H étant le ligand ou l’hormone, R le récepteur et X le 

facteur sensible au GTP qui s’est bien évidemment avéré être la protéine G par la 

suite). Son extension a des modèles plus complexes (Modèle ternaire étendu, ETC 
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(Samama et al., 1993), modèle ternaire cubique, CTC,  (Weiss et al., 1996) ou modèle 

probabiliste (Onaran and Costa, 1997) ; revue de l’ensemble de ces modèles par 

(Kenakin, 2004)) ont permis de rendre compte de comportement plus complexes des 

GPCR tel que l’activité constitutive ou la notion d’agoniste inverse.  

 

Le modèle ternaire (Ternary Complex Model) 

Les premières études de liaison mettant en compétition un antagoniste 

radiomarqué et différents agonistes du β2AR ont rapidement mis en évidence 

différentes populations du récepteur : une population présentant une haute affinité 

pour l’agoniste et une autre présentant une basse affinité pour ce dernier (Kent et al., 

1980; Lefkowitz et al., 1976; Maguire et al., 1976). Le passage de la population de 

haute affinité vers une basse affinité dépend de la présence de Magnésium (Mg2+) et 

de GTP et s’avère associée à l’augmentation de l’activité catalytique de l’AC (un des 

effecteurs du β2AR) dépendante de l’agoniste (Stadel et al., 1980). Au contraire d’un 

modèle uni-moléculaire où le récepteur subit une isomérisation à l’issu de sa liaison 

au ligand, un modèle reposant sur une réaction bi-moléculaire entre le récepteur R et 

un composant membranaire X (la protéine G) permet de décrire plus adéquatement 

les propriétés de liaison ligand-récepteur (De Lean et al., 1980).  La formulation 

mathématique de ce modèle ternaire est identique à celle de modèles préalablement 

proposés par De Haen, Boyenaems ou Jacobs (Références citées par (De Lean et al., 

1980)) décrivant la théorie des récepteurs membranaires mobiles. Dans le cadre de 

tels modèles, à l’issu de sa liaison au ligand, le récepteur diffuse latéralement dans la 

membrane afin de rencontrer la protéine G pour laquelle il exhibe une affinité 

augmentée. La théorie du modèle ternaire de De Lean ne précise cependant pas si la 

rencontre du récepteur et de la protéine G est soumise à un événement aléatoire de 

type « collisionnel » ou si elle est, au contraire, circonscrite à des régions particulières 

de la membranes au sein desquelles récepteur et protéine G interagissent de manière 

plus ou moins stable (De Lean et al., 1980). La distinction pharmacologique entre un 

modèle où les différents partenaires, récepteur, protéine G, AC sont préalablement 

couplés (pre-coupled model) ou bien interagissent à l’issu de leur diffusion latérale 
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dans la membrane (collisional model) a fait l’objet de débats (Tolkovsky and 

Levitzki, 1978; Tolkovsky et al., 1982).  

Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, les données biochimiques 

produites au cours des trente dernières années suggèrent fortement que les différentes 

protéines d’une voie de signalisation soient le plus souvent circonscrites dans des 

zones particulières de la membrane ou microdomaines. La structure et l’intégrité de 

ces domaines reposerait à la fois sur les propriétés biophysiques des membranes et sur 

la capacité des protéines d’échafaudage à relier acteurs de la signalisation et réseau 

cytosquelettique. Qu’il s’agisse ou non d’une conséquence directe de cette 

compartimentation des membranes, nombres de données expérimentales suggèrent 

également que les protéines d’une même cascade de transduction s’organisent en 

complexes supramoléculaires ou signalosome (dans le cas des récepteurs, on parle 

aussi de réceptosome) très tôt à l’issu de leur synthèse (Rebois and Hebert, 2003). Ces 

observations semblent donc relativement incompatibles avec une vision collisionnelle 

du couplage moléculaire. 

 

Modèle ternaire étendu et modèle cubique 

L’avènement des techniques de clonage et l’utilisation de système de 

surexpression ont eu pour conséquence essentielle de permettre d’observer des 

phénomènes d’activité constitutive des récepteurs (Costa and Herz, 1989; Lefkowitz 

et al., 1993) ou encore de conceptualiser la notion d’agonisme inverse (Chidiac et al., 

1994). En postulant que seul l’agoniste puisse mener à la formation d’un complexe 

ternaire, le modèle de De Lean ne permettait pas de décrire convenablement de telles 

situations. Ceci a donné lieu à la rationalisation d’un modèle étendu ou ETC 

(Samama et al., 1993) dans lequel le récepteur présente deux états, Ri ou Ra, en 

fonction de sa capacité à activer la protéine G (Fig 14). Chaque population arbore une 

affinité spécifique pour le ligand qui peut moduler en retour l’affinité du récepteur Ra 

pour la protéine G. 
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Figure 14. Modèle du complexe ternaire pour les GPCR.  

A) Complexe ternaire étendu. Deux états différents du récepteur, inhibé 
(Ri) et actif (Ra) coexistent avec une constante d’équilibre allostérique L.  
La liaison de la protéine G à la forme active du récepteur Ra mène à la 
réponse physiologique. Le ligand A lie à chacune des formes du récepteur 
ainsi qu’à la forme Ra liée à la protéine G. La propensité du système à 
adopter spontanément une forme active est déterminée par L. L’affinité 
des ligands est donnée par la constante Ka et son efficacité par les deux 
termes a et g. a correspond à l’affinité du ligand pour la forme Ra du 
récepteur tandis que g correspond à l’affinité du complexe A/Ra pour la 
protéine G. (b) Représentation cubique du modèle du complexe ternaire. 
Les formes inactives du récepteur Ri et A/Ri peuvent dans ce cas interagir 
avec la protéine G sans pour autant conduire à un signal. b décrit l’affinité 
différentielle de la forme active du récepteur par rapport à sa forme 
inactive vis à vis de  la protéine G (Kenakin, 2004).  

 

a) Modèle du complexe ternaire étendu étendu 

b) Représentation cubique du modèle ternaire 
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Thermodynamiquement, le récepteur sous sa forme Ri devrait néanmoins être 

théoriquement capable d’interagir avec la protéine G. La prise en compte d’une telle 

situation a mené au développement d’un modèle plus complexe, le modèle cubique 

dans lequel le ligand peut moduler la liaison du récepteur à la protéine G, que le 

récepteur soit dans une forme active ou inactive (Weiss et al., 1996). Ce dernier 

modèle permet d’expliquer comment un antagoniste ou un agoniste inverse supposé 

lier préférentiellement la forme inactive (Ri) du récepteur, permet d’induire la 

formation d’un tri-complexe (LRG inactif) (Kenakin, 2004).  

 

Le modèle probabiliste 

Les différents modèles décrits ci-dessus permettent une description détaillée de 

l’efficacité d’un ligand donné mais nécessitent un nombre fini de conformations dans 

l’espace thermodynamique correspondant à chaque récepteur (Kenakin, 2004). 

Chaque conformation se voit attribuer une capacité de lier et d’activer la protéine G. 

Une approche totalement différente reposant sur une vision probabiliste (Onaran and 

Costa, 1997) pourrait permettre de décrire le comportement du récepteur sans une 

définition précise de ses différents états conformationnels. Dans ce modèle, le 

récepteur présente une multitude d’états dans un espace thermodynamique donné qui, 

à l’état basal se distribue de manière caractéristique (Fig 15). La liaison du ligand, de 

la protéine G ou de tout autre molécule modulant la conformation du récepteur, les 

protéines Homer (Ango et al., 2001) ou Calcyone (Lezcano et al., 2000) par 

exemples, va moduler la distribution des fréquences de ses différents états 

conformationnels. Un tel modèle permet également d’envisager les conséquences 

allostériques de l’oligomérisation des GPCR  qui pourraient se révéler 

fonctionnellement très importantes (Bouvier, 2001; Christopoulos and Kenakin, 2002; 

Kenakin, 2004).  

Cette vision probabiliste rejoint l’hypothèse relativement ancienne que toute 

protéine existe sous une forme d’états ou de sous états conformationnels présentant 

une distribution continue et dynamique (Frauenfelder et al., 1988) dont un échantillon 

va présenter une affinité pour un ligand donné. Cette notion d’ensemble 
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conformationnel fait également référence aux théories pionnières d’energy landscape 

ou de funnel folding (Freire, 2000; Wolynes, 1996) qui placent l’allostérie au cœur du 

mécanisme de repliement des protéines (Kern and Zuiderweg, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 15. Modèle probabiliste.  

Ce modèle suppose qu’à l’état basal le récepteur présente un panel de conformations 
constituant un champ conformationnel spécifiques de l’état inactif du récepteur. L’ajout du 
ligand va en modifier les propriétés en modulant la distribution de ces différentes 
conformations (Kenakin, 2004). 

 

 

********* 

 

A) Absence de ligand B) Addition du ligand 
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Quel que soit le type de modèle, ETC, CTC ou probabiliste, tous infèrent 

l’existence de différentes conformations du récepteur présentant une affinité 

différentielle vis à vis d’une variété de ligands (revue de littérature (Kenakin and 

Onaran, 2002)). Récemment, de plus en plus de données suggèrent l’existence d’un 

lien entre l’affinité d’un ligand, les champs conformationnels qu’il favorise et la 

nature des complexes protéiques associés à un récepteur (Azzi et al., 2003; Kohout et 

al., 2004; Martin et al., 2004; Rapacciuolo et al., 2003; Reversi et al., 2005; Rimoldi 

et al., 2003; Wei et al., 2003; Zamah et al., 2002). L’accès à la dynamique de ces 

champs conformationnels par l’intermédiaire des techniques de transfert de 

fluorescence (FRET ou BRET) inter ou intramoléculaire (Gales et al., 2005; 

Hoffmann et al., 2005) devrait permettre d’établir une corrélation de plus en plus 

solide entre les propriétés pharmacologique d’un ligand et la sous population 

spécifique de récepteur qu’il favorise. Ce type de données tendra certainement à un 

développement de médicaments de plus en plus spécifiques avec pour conséquence 

principale évidente d’en limiter les effets secondaires.   
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LOCALISATION MEMBRANAIRE 

Le haut degré d’encombrement stérique dans le cytosol, la promiscuité des 

partenaires de signalisation et la stabilité de leur interaction au sein de complexes 

multimériques semblent fondamentalement déterminer l’efficacité de propagation et 

d’intégration de l’information dans les cellules. Dans un tel contexte, il est néanmoins 

difficile de définir comment le niveau de spécificité du signal constaté in vivo est 

atteint. Les avancées réalisées en génétique et en biologie cellulaire du 

développement ont apporté quelques indices à ce sujet et mis en exergue l’importance 

d’une composante spatio-temporelle essentielle à la régulation de la signalisation 

(Gonzalez-Gaitan, 2003; Miaczynska et al., 2004).  Génétiquement, les gènes 

impliqués dans une même cascade de signalisation sont très souvent regroupés en 

cassette de gènes dans le génome et exprimés de concert (Pires-daSilva and Sommer, 

2003). L'établissement rapide de cascades de signalisation complètes à une étape 

précise du développement d’un tissu pourrait trouver une explication élégante dans ce 

phénomène de synexpression  (Niehrs and Pollet, 1999). Biochimiquement, la 

localisation précise des acteurs de la signalisation intracellulaire est également 

essentielle. Chez la mouche, le développement harmonieux des tissus épithéliaux ou 

de structures telles que l’œil, est en partie dépendante de la localisation cellulaire du 

récepteur Frz. Au cours du développement de l’aile, sa délocalisation du pôle distal 

du cortex apical des cellules, à l’issu de sa surexpression par exemple, conduit à une 

désorganisation de l’épithélium et au développement d’une aile présentant des poils 

orientés ératiquement (Schweisguth, 2004). Le récepteur Smo illustre également un 

contrôle étroit et dynamique de la localisation des acteurs des voies de signalisation. 

En présence de Hg, la translocation de Smo d’un compartiment endosomal vers la 

membrane plasmique, mène à l’activation de l’expression de gènes cibles du 

développement antéropostérieur qui sont évolutivement très conservés. La présence 

constitutive de mutants de Smo à la membrane plasmique (Zhu et al., 2003) conduit, 

entre autre, à l’apparition de carcinomes chez l’homme (Xie et al., 1998).  

Cette régulation fine de la localisation intracellulaire de Smo dévoile l’existence 

d’un équilibre crucial entre séquestration et co-localisation des partenaires de la 
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signalisation. Elle illustre également l’importance de la dynamique des complexes de 

signalisation. Bien que le détail d’un tel mécanisme de contrôle reste mal défini, la 

caractérisation toujours plus détaillée des déterminants moléculaires de la structure 

dynamique des membranes et des propriétés des protéines modulant celle-ci a 

néanmoins permis des avancées majeures dans notre compréhension des liens existant 

entre signalisation et localisation. C’est le thème de la section qui suit.  

LES MEMBRANES CELLULAIRES 

Limite physique des cellules, la membrane plasmique constitue une cuirasse 

protégeant la cellule des transformations de son environnement tout en permettant les 

échanges de matières et d’informations nécessaires à sa survie. Comme les autres 

membranes cellulaires (dans les cellules eucaryotes), elle assure également un rôle 

essentiel de compartimentation et rend possible l’existence d’une composition 

différentielle des environnements qu’elle sépare.   

La fonction des protéines membranaires, telles que les GPCR, va être 

étroitement liée à la nature et l’identité de la membrane au sein de laquelle elles sont 

enchâssées. Simultanément à leur synthèse, elles sont transloquées au sein de la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE) au niveau d’un pore aqueux formé par 

le complexe protéique sec61. Au sein du réticulum, la protéine soluble Bip/GRP78, 

membre de la famille Hsp70 (la plus abondante des chaperones du ER) s’associe avec 

ce translocon et assure un transfert unidirectionnel de la protéine naissante dans la 

membrane et le lumen (Matlack et al., 1999). Agissant séquentiellement avec les 

protéines calnexines et calréticulines, elles va également veiller au repliement adéquat 

de chaque protéine (Kaufman, 2004). Lorsque la protéine ne remplit pas les critères 

de qualité nécessaires à son transport ultérieur, elle est dés-enchâssée ou retro-

transloquée de la membrane du RE (Tsai et al., 2002) puis dégradée au niveau d’un 

complexe protéique, le protéasome. Lorsque par contre, la protéine acquiert une 

conformation appropriée, elle est transportée vers un compartiment cible 

correspondant à son lieu d’action, qu’il s’agisse de la membrane plasmique ou de tout 

autre organelle. Sa présence n’est néanmoins que transitoire dans ce compartiment. 

En fonction des conditions, la protéine va être passivement (ex : récepteur de la 
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transférine) ou activement retirée de ce dernier (ex : récepteurs tyrosines kinases 

(RTK) ou GPCR en présence de leur ligand respectif) pour y être ultérieurement re-

localisée (voie de recyclage) ou encore pour être dégradée par les machineries 

lysosomales ou protéasomales (voie de dégradation) (Rodriguez-Boulan et al., 2005). 

Les éléments définissant la dynamique du transport d’une protéine membranaire au 

cours des différentes étapes de son cycle de vie sont multiples. Sa capacité 

d’interaction avec les composants structuraux des membranes, le réseau protéique 

sous-membranaire constitué du cytosquelette et de protéines d’échafaudage ou encore 

la machinerie de transport membranaire vont en être des déterminants essentiels. En 

outre comme nous le verrons tout au long de ce paragraphe, en modifiant l’activité ou 

les interfaces d’interaction des protéines, les modifications post-traductionnelles (ex : 

glycosylation, palmytilation, isoprénylation, myristoylation, phosphorylation, 

ubiquitination, nitrosylation…etc) vont également participer à la régulation de la 

localisation des protéines membranaires et de la signalisation. A ce sujet, un intérêt 

tout particulier sera donné au phénomène d’ubiquitination.  

 

Composition et organisation des membranes biologiques 

Protéines et lipides sont les composants chimiques principaux des membranes 

cellulaires. Les propriétés physico-chimiques des molécules de lipides vont en 

déterminer plusieurs caractéristiques dont leur organisation générale en bicouche. A 

la différence des membranes modèles, l’organisation des membranes biologiques est 

néanmoins maintenue dans un état très éloigné des conditions d’équilibre. Elles vont 

présenter à la fois une asymétrie transversale et une organisation latérale hétérogène.   

 

Distribution asymétrique des lipides membranaires 

La composition lipidique de chacun des feuillets de la bicouche lipidique est 

différente et varie en fonction de la nature de la membrane considérée. Il existe 

environ 500 espèces de lipides dans les membranes. Ils peuvent être regroupés en 

trois familles principales chez les mammifères : glycéro-phospholipides, 

sphingolipides (SL) et cholestérol (Devaux and Morris, 2004). Glycéro-
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phospholipides [dont les principaux sont les phosphatidyl-choline (PC), -sérine (PS) 

et -éthanolamine (PE)] et SL sont substitués par des acides gras dont la longueur et le 

niveau de saturation des chaînes aliphatiques est variable. Dans les érythrocytes, PS et 

PE sont essentiellement concentrés dans le feuillet interne de la membrane plasmique 

tandis que PC et SL se retrouvent exclusivement dans le feuillet externe (Devaux, 

1991; Devaux and Morris, 2004). Les phosphatidyl-inositol (PI), constituants mineurs 

des membranes (ils représentent moins de 1% de l’ensemble des molécules 

lipidiques) sont quant à eux essentiellement localisés dans le feuillet membranaire 

interne (De Matteis and Godi, 2004). La distribution asymétrique des lipides dans les 

membranes est assurée par différentes protéines, des flippases et des translocases 

(Holthuis and Levine, 2005). Les phospholipases et les lipides kinases (ex : 

Phosphatidyl kinases) en modifiant localement la nature des lipides vont également 

en influencer la concentration (De Matteis and Godi, 2004). Si phospholipides, 

céramides (le squelette moléculaire des sphingolipides) et cholestérol sont 

synthétisées dans le réticulum endoplasmique, la synthèse des différents 

sphingolipides (sphingo-myéline et sphingo-glycolipides) s’effectue au niveau de 

l’appareil de Golgi (van Meer and Sprong, 2004). Ces molécules dont l’accumulation 

dans la membranes débute dans la région trans-Golgienne, se retrouvent 

essentiellement au niveau de la membrane plasmique et des endosomes. Dans le cas 

du cholestérol, sa localisation est déterminée par son affinité pour les sphingolipides 

et glycérophospholipides saturés et sa diffusion libre au travers de la bicouche 

lipidique (van Meer and Sprong, 2004). Finalement, la localisation des différentes 

espèces de PI résulte d’une régulation complexe reposant sur l’activité de kinases et 

de phosphatases précisément localisées dans la cellule (Wenk and De Camilli, 2004; 

De Matteis and Godi, 2004). Cette répartition spécifique pourrait avoir plusieurs 

rôles : définir l’identité des domaines membranaires, constituer un moyen de 

communication entre les organelles ou encore assurer une directionnalité au transport 

membranaire (Caroni, 2001; Wenk and De Camilli, 2004). Dans tous les cas, la 

distribution précise de l’ensemble de ces molécules de lipides et leur capacité de 

liaison et de régulation de l’activité de nombreuses protéines, leur confère un rôle 

crucial en terme de signalisation. L’exemple des adaptateurs de clathrine, AP1 et 
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AP2, impliqués dans la génération de vésicules membranaires permettant le transport 

de protéines cargos entre différents compartiments cellulaires illustre cette notion. 

Leur rôle différentiel dans la voie d’export du Golgi vers la membrane plasmique ou 

dans le processus d’internalisation de la membrane plasmique vers les endosomes 

précoces, respectivement, reposerait sur leur affinité pour des espèces de PI 

spécifiques. AP1 lierait préférentiellement les PI4P (Wang et al., 2003) enrichis au 

niveau du trans-Golgi et des vésicules d’exocytose, tandis que AP2 lierait plus 

spécifiquement les PI(4,5)P (Collins et al., 2002) présents dans la membrane 

plasmique.  
 

L’organisation des lipides dans la membrane 

Au contraire des stérols dont le corps cyclique et rigide présente une nature 

hydrophobe intrinsèque, l’hydrophobicité des autres classes de lipides est déterminée 

par la chaîne hydrocarbonée des acides gras qui les substituent. Les acides gras sont 

caractérisés par des chaînes aliphatiques de 12 à 24 carbones dont la longueur et le 

niveau d’insaturation va déterminer le point de fusion (TM) des molécules qu’ils 

substituent. A longueur de chaîne égale, le point de fusion est d’autant plus bas que la 

chaîne est insaturée. A niveau d’insaturation équivalent, le TM est d’autant plus bas 

que la chaîne est courte. Il existe ainsi un parallèle entre le TM des lipides d’une 

membrane et le niveau de fluidité observée de cette membrane.  

La nature des acides gras et du groupement polaire exhibé par une molécule 

lipidique lui confère un volume stérique ou une forme particulière (cône, cône inversé 

ou cylindre). In vitro, les différents lipides vont ainsi spontanément s’associer en une 

bicouche phospholipidique dont l’organisation latérale tend à minimiser l’énergie 

libre selon un principe logique de compensation de forme (Chernomordik et al., 

1995). En fonction de leur forme, de leur TM, de la température, de la concentration et 

des conditions d’hydratation, les lipides vont adopter des agencements ou phases de 

types lamellaires (Lα ou LD, phase désordonnée ou Lβ ou LO, phase ordonnée) qui 

sont les plus fréquemment retrouvées dans les membranes biologiques et des phases 

de types HI ou HII (micelles ou micelles inversées), essentielles lors des fusions 

membranaires observées au cours du transport vésiculaire par exemple (Fig 16).  
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Figure 16. représentation schématique des différentes organisations adoptées par les molécules de 
lipide 

 

La courbature élevée des membranes vésiculaires ou les remaniements 

nécessaires à la fusion membranaire vont être favorisées par des lipides présentant des 

forme non cylindriques tels que l’acide phosphatidique (HII), les lysophospholipides 

(HI) ou les acides gras (HII) (Farsad and De Camilli, 2003; Wenk and De Camilli, 

2004). Au contraire, des lipides présentant une forme cylindrique vont avoir tendance 

à s’organiser en un arrangement lamellaire (Lα ou Lβ). Les sphingolipides en sont un 

exemple. Dans le cas du cholestérol, sa structure particulière lui confère la capacité 

d’induire des remaniements dans l’organisation des lipides membranaires en 

favorisant la transition des bicouches vers des structures de type micellaire (L vers 

H). La régulation dynamique et locale de la concentration de certains lipides 

(notamment les lysophospholipides et l’acide phosphatidiques) par l’intermédiaire des 

différentes phospholipases A2 (de Figueiredo et al., 2001), C (Basanez et al., 1997) 

ou D (Ktistakis et al., 1996) va ainsi se révéler essentielle dans le contrôle des 

phénomènes de transport membranaire. 

 

Les microdomaines membranaires 

En plus de maintenir une asymétrie transversale des membranes, les protéines, 

associées ou enchâssées dans les membranes, vont également influencer 

l’organisation latérale des lipides  (Murata et al., 1995; Rothberg et al., 1992). La 
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cavéoline ou la protéine NAP-22 en liant le cholestérol avec une haute affinité, 

induisent par exemple son accumulation locale autour du site d’interaction de la 

protéine avec la membrane (Epand et al., 2001). Les protéines de la famille 

tétraspanine (ex : CD81), essentielles au développement de la synapse 

neuromusculaire chez la drosophile ou à l’activation des lymphocytes T ou B en 

réponse à la présence d’un antigène régulent l’organisation latérale de la membrane 

en créant à la fois un réseau d’interactions protéiques et protéo-lipidiques (Hemler, 

2003). Lipides et protéines membranaires maintiennent ainsi activement une structure 

hétérogène et dynamique des membranes cellulaires tant transversalement que 

latéralement.   

 

Les rafts 

Les modèles d’organisation latérale des membranes biologiques ont 

considérablement évolué au cours des trente dernières années. La mosaïque fluide au 

sein de laquelle protéines et lipides diffusaient passivement (Singer and Nicolson, 

1972) s’est vu transformée en une mosaïque de microdomaines protéo-lipidiques de 

natures et de structures différentes (Mayor and Rao, 2004). Une telle 

compartimentalisation présageant de conséquences importantes sur l’organisation des 

voies de signalisation, la structure fondamentale de ces microdomaines et leur 

fonction dans la signalisation ont donc fait l’objet de recherches intenses.   

Parmi les différents microdomaines, ceux ayant été les plus étudiés sont 

incontestablement les rafts. Caractérisés par leur composition en lipides substitués par 

des groupements acyles saturés (par exemple les SL) et en cholestérol, ils présentent 

une organisation lipidique de type Lβ (Fig 16). La séparation entre ces zones 

ordonnées et les régions plus fluides des membranes mènerait à une organisation 

latérale discontinue de la bicouche lipidique et à la formation de microdomaines. 

Cette vision reste néanmoins théorique puisque la coexistence de phases distinctes 

dans une bicouche lipidique, fondamentale à la théorie des rafts, n’a été détectée 

qu’in vitro dans des membranes artificielles. Dans les membranes natives, l’existence 

de ces microdomaines reste donc âprement discutée en raison notamment des 

difficultés techniques rencontrées pour les mettre en évidence.  L’évolution de la 
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notion de rafts étant absolument indissociable des méthodologies employées pour les 

étudier, il apparaît donc essentiel de les présenter en détail.  

 
Les méthodes de purification biochimique des rafts 

Environnements rigides, la grande majorité des protéines est exclue de ces 

espaces lipidiques qui présentent ainsi une densité inférieure à celle des zones plus 

fluides de la membrane, beaucoup plus riches en protéines. En outre, l’organisation 

moléculaire ordonnée de ces domaines leur confèrent une résistance à la 

solubilisation par des agents détergeants non ioniques, tel que le TritonX100.  

Ce sont sur ces deux qualités, résistance aux détergeants et faible densité, qu’à 

reposer le développement de la première technique biochimique de purification de ces 

microdomaines. Cette dernière peut être décrite en deux étapes, une lyse des 

composants membranaires à l’aide de TritonX100 puis leur résolution sur un gradient 

de densité. Cette méthode permet donc de purifier préférentiellement les fractions de 

la membrane présentant une résistance aux détergeants ou DRM. Aujourd’hui encore, 

cette méthode reste très utilisée. Cependant, la propriété des détergeants a induire la 

formation de novo de phases ordonnées dans les membranes solubilisées a conduit au 

développement d’une deuxième génération de méthodes de purification des rafts 

n’utilisant pas d’agents détergeants. Développées principalement par les groupes de 

Lisanti (Song et al., 1996) et Anderson (Smart et al., 1995), ces méthodes tirent parti 

de la résistance mécanique des phases lipidiques ordonnées à la déstabilisation induit 

par des traitements comme la sonication. A l’image de la méthode précédente, une 

seconde étape de gradient de densité est ensuite effectuée pour dissocier les fractions 

et compléter la purification. Dans ce cas, les fractions membranaires purifiées sont 

caractérisées par leur richesse en cholestérol et en sphingolipides (CEM).  

Que la technique de purification repose ou non sur l’utilisation de détergeants, 

les fractions de faible densité vont être enrichies en molécules considérées comme 

caractéristiques des rafts dans les membranes biologiques, telles que les 

sphingolipides GM1 ou GM3 ou encore les protéines telles que la caveoline ou la 

flottiline (Simons and Ikonen, 1997; Song et al., 1996; Smart et al., 1995). Par contre, 

la répartition des protéines membranaires, récepteurs et autres protéines cytosoliques 
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associées aux membranes, vont dans certains cas considérablement diverger en 

fonction de la technique utilisée. La distinction des termes DRM et CEM sera ainsi 

essentielle dans la suite de ce travail.  

Le recoupement de la taille des fragments membranaires purifiés à l’aide de ces 

différentes méthodes et celles de rafts particuliers de la membrane, les caveolaes, 

visualisées par microscopie électronique (Rothberg et al., 1992), a conduit à 

l’hypothèse initiale que les rafts étaient des domaines d’environ 50 à 100 nm de 

diamètre (Simons and Ikonen, 1997; Dietrich et al., 2002; Pralle et al., 2000) (Fig 17). 

Ces prédictions ont néanmoins dû être revues avec le développement de techniques de 

fluorescence permettant d’étudier la distribution des composants des rafts dans des 

membranes natives. 
 

Etude des rafts en condition native par la technique de FRET  

En toute logique une organisation membranaire discontinue devrait 

s’accompagner d’une répartition hétérogène des protéines théoriquement résidentes 

des rafts, comme par exemple les protéines ancrées par un groupement GPI 

(glycosylphosphatidylinositol) (Brown and Rose, 1992). Ces hypothèses ont 

néanmoins été infirmées par plusieurs études s’intéressant à la répartition de ces 

protéines dans des membranes natives à l’aide de technique de FRET (Transfert 

d’énergie de résonnance par fluorescence) (Kenworthy et al., 2000; Nichols, 2003a; 

Sharma et al., 2004; Varma and Mayor, 1998). Toutes ont conclu à une répartition 

relativement homogène des protéines liées à un GPI dans les membranes natives, qui 

seraient tout au plus regroupées en petits complexes protéiques. La détection de 

FRET entre différentes protéines de type GFP modifiées par un groupement GPI 

(Sharma et al., 2004) serait en effet consistante avec une organisation de ces protéines 

en complexes d’environ 10nm de diamètre (le rayon permissif pour détecter du FRET 

est d’environ 10nm) pouvant contenir entre 4 ou 5 protéines différentes. La présence 

de ces multimères dans des zones de la membrane riches en cholestérol est en outre 

corrélée par la sensibilité du signal de FRET à la concentration membranaire en 

cholestérol (Sharma et al., 2004).  
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Figure 17. Les hypothèses concernant la structure et la régulation des rafts.  

A) Représentation schématique de l’organisation des rafts et des caveolaes membranaires la plus couramment 
citée (Simons and Ikonen, 1997). Dans ce modèle, les rafts sont décrits comme des structures relativement larges 
d’environ 50nm enrichis en cholestérol et en sphingolipide (SL). B) Anderson & Jacobson (Anderson and 
Jacobson, 2002) ont proposé une vision alternative des rafts qui seraient constitués de l’assemblage dynamique de 
complexes protéiques comprenant une dizaine de molécule encapsulées dans une coque lipidique (théorie des lipid 
shells) constituée préférentiellement de cholestérol et SL. Le recrutement de ces modules rafts pourrait être soumis 
à une régulation dynamique. C) Un autre point de vu est que la membrane est dans une large mesure constituée de 
rafts présentant diverses caractéristiques. L’ensemble de ces rafts va créer une mosaïque de microdomaines don’t 
la proportion est dépendante de la concentration en cholestérol (Maxfield, 2002). D) Modèle est consistant avec 
les observations de la distribution latérale de protéines ancrées par un groupement GPI dans des cellules vivantes 
(Sharma et al., 2004). Il suggère que les protéines GPI existent à l’état basal sous une forme multimérique de type 
lipid shell qui co-existe avec des formes monomériques.  La stabilisation de structures rafts de dimension plus 
large pourrait ainsi être activement régulée. Cercles noirs, protéines ancrées par un GPI; cercle rouge et rose, 
phospholipides préférant les zones non ordonnées; cercles jaunes, lipides associés aux rafts; vert, cholesterol. 
Barre d’échelle _5 nm. (Figure tirée de (Mayor and Rao, 2004) avec la permission des éditions Blackwell 
Synergy).  
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En réfutant l’existence de domaines stables de plusieurs dizaines de nm dans les 

membranes biologiques, comme cela été initialement proposé par le groupe de 

Simons (Simons and Ikonen, 1997), ces résultats viennent supporter la vision 

constellée des rafts imaginées par Anderson et Jacobson (Anderson and Jacobson, 

2002) (Fig 17). Dans ce modèle, l’affinité de petits groupes de protéines pour des 

molécules de sphingolipides ou de cholestérol induirait la formation d’une coque 

lipidique (Théorie des Lipid Shell) localement ordonnée. L’association transitoire de 

ces structures unitaires de raft ou nanorafts, génèrerait des complexes protéo-

lipidiques d’ordre supérieur, les rafts. Les rafts seraient néanmoins des structures très 

dynamiques. Cette idée est consistante avec la difficulté de détecter des agrégats de 

taille importante de protéines ancrées par un groupement GPI dans les membranes 

natives (Kenworthy et al., 2000; Nichols, 2003a; Sharma et al., 2004; Varma and 

Mayor, 1998). La démonstration que les diffusions latérales d’une protéine 

majoritairement associée aux rafts, CD59, et d’une molécule lipidique typiquement 

exclue des phases ordonnées, DOPE (dioleylphosphatidylethanolamine) sont 

identiques (Vrljic et al., 2002), peut également supporter cette vision dynamique et 

transitoire des rafts. Des résultats très similaires ont également été rapportés par le 

groupe de Lippincott-Schwarz (Kenworthy et al., 2004).  

Il n’a certainement pas échappé au lecteur que l’ensemble de ces observations 

sont parfaitement compatibles avec l’absence pure et simple de rafts dans les 

membranes natives. Ce paradoxe récurrant s’agissant de l’existence des rafts d’un 

point de vu fondamental se heurte néanmoins à l’accumulation de données suggérant 

l’importance des rafts en terme biologique, notamment dans les mécanismes de 

transduction du signal. Dans l’une de ses dernières revues de littérature, Edidin n’a 

d’ailleurs pas manqué de souligner avec élégance ce paradoxe :  

« Despite great reservations about the interpretation of classical 
operational definition of lipid raft components and function, we are left with … 
the stubborn insistence by cells that raft lipids can be organized and segregated 
into membrane domains.” (Edidin, 2003) 

 

Malgré les dissensions inhérantes à l’hypothèse des rafts, l’existence de ces 

microdomaines dans la membrane sera considérée dans la suite de ce travail, comme 

un prédicat aux différents raisonnements qui y seront développés.  
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La diversité des rafts 

In vitro, des liposomes présentant une composition lipidique similaire à celle de 

chacun des feuillets membranaires arborent des organisations lipidiques distinctes. 

Une composition riche en SL, cholestérol et en phospholipides saturés, semblable à 

celle du feuillet externe, s’accompagne d’une coexistence de phases liquides LD et LO. 

Au contraire, aucune phase ordonnée n’est décelable avec une composition lipidique 

semblable à celle du feuillet interne (Wang and Silvius, 2001). La composition 

asymétrique des membranes résulte donc probablement en une asymétrie structurale 

de ces dernières.  

Dans ce contexte, il est donc difficile d’expliquer le fait qu’une multitude de 

protéines cytosoliques s’associent à des structures du feuillet membranaire interne et 

exhibent des distributions membranaires semblables à celles des protéines résidentes 

des rafts. Parmi elles, la petite protéine G de la famille ras, H-ras, dont le groupement 

prényl-cystéine estérifié par une groupement méthyl (farnésylation) l’ancre à la 

membrane. Dans son état inactif, H-ras est associée à des fractions membranaires de 

faible densité (CEM) sensibles aux détergeants (Roy et al., 1999). Cette distribution 

dépendante du cholestérol se distingue de celle d’un mutant constitutivement actif de 

H-ras,  H-rasG12V, et d’un isotype, K-ras, liés préférentiellement à des fractions 

membranaires de densité supérieure (Niv et al., 2002; Prior et al., 2001). Récemment, 

la capacité de chacune de ces trois protéines à se regrouper au niveau de 

microdomaines du feuillet membranaire interne a été visualisée par microscopie 

électronique (Prior et al., 2003). L’analyse statistique de leur distribution spatiale 

respective a indiqué que H-ras était préférentiellement concentrée au niveau de 

microdomaines de 40nm de diamètre, sensibles au cholestérol, au contraire de ceux 

associés aux protéines H-rasG12V et K-ras. Cette localisation de H-ras dans des 

régions circonscrites du feuillet interne sensibles au cholestérol est également 

supportée par la détection de FRET entre des protéines GFP modifiées de manière 

similaire à H-ras en fonction de la concentration membranaire en cholestérol 

(Zacharias et al., 2002).  
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Ces différentes données supportent donc l’idée qu’il existe dans le feuillet 

interne des membranes des microdomaines membranaires. En raison de la 

composition hétérogène des deux feuillets membranaires, ces microdomaines ne sont 

vraisemblablement pas enrichis en sphingolipides et cholestérol. Néanmoins, ils 

semblent être en mesure de conférer aux protéines cytosoliques qui leur sont 

associées des propriétés biochimiques et biophysiques relativement similaires à celles 

des protéines classiquement considérées comme résidentes des rafts, dans le feuillet 

externe. 

Si la nature précise des microdomaines liant la protéine H-ras reste à définir, 

certaines régions de la membrane caractérisées morphologiquement illustre 

concrètement l’existence de microdomaines dans le feuillet interne, c’est le cas des 

caveolaes.   

 

Les caveolaes 

Supportant l’existence de rafts de nature diverse dans les membranes, ces 

structures invaginées sont caractérisées par leur enrichissement en cholestérol, SL et 

en caveoline (Rothberg et al., 1992) et se retrouvent dans de nombreux types 

cellulaires (Anderson, 1998). En plus d’être présentes à la membrane plasmique, la 

caveoline va également être localisées dans des structures intracellulaires spécifiques 

présentant un pH neutre définies sous le terme général de caveosome (Nichols, 

2002a; Pelkmans et al., 2001). La caveoline compte trois isoformes (1, 2 et 3; 1 et 3 

présentent une bonne identité de séquence contrairement à l’isoforme 2) qui vont 

essentiellement se différencier par leur pattern d’expression tissulaire (Razani et al., 

2002). La caveoline 1 et 2 sont relativement ubiquitaires contrairement à la caveoline 

3 préférentiellement exprimée dans les muscles cardiaques, striées et lisses (Tang et 

al., 1996; Song et al., 1996). La caveoline 1, l’isoforme de loin le plus abondant, 

présente une topologie non conventionnelle en épingle à cheveux constituée d’un 

domaine intra-membranaire séparant ses deux extrémités n- et c-terminales 

cytosoliques (Fig 17; (Kurzchalia et al., 1992)). Sa liaison au cholestérol et sa 

multimérisation atypique en polymère constitué de 16 cavéolines stabiliseraient la 

forme invaginée caractéristique des caveolaes (Fernandez et al., 2002; Murata et al., 
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1995) (Fig 17). L’association à la membrane de ces complexes de caveoline seraient 

en outre relativement statique et l’échange des momères de caveoline entre eux serait 

très limité (Fernandez et al., 2002). La caveoline va également pouvoir interagir avec 

d’autres protéines présentant une localisation préférentielle dans les structures 

caveolae, les flotillines (Bickel, 2002) qui semblent suffisantes pour induire une 

invagination membranaire similaire à celle observée avec la caveoline. Comme nous 

le verrons dans le cas de la translocation du transporteur de glucose Glut4 dépendante 

de l’insuline, la flotilline, comme la caveoline, pourraient avoir un rôle régulateur 

important en terme de transduction du signal (Bickel, 2002; Kanzaki and Pessin, 

2003).  

 

Signal transmembranaire et rafts 

L’existence de microdomaines présentant des compositions et des organisations 

moléculaires hétérogènes de part et d’autre de la membrane suggère une certaine 

indépendance structurale des deux feuillets lipidiques. Cette notion est confirmée par 

l’absence de recouvrement des distributions spatiales de deux GFP, l’une modifiée 

par un groupement GPI et ancrée sur la face externe de la membrane, l’autre 

cytosolique, modifiée avec un motif CAAX farnésylé et palmitoylé (Prior et al., 

2003). Ce manque de complémentarité entre les deux feuillets membranaires semble 

incompatible avec un transfert de signal efficace entre les faces externes et internes de 

la membrane. L’exemple du mécanisme de recrutement de la tyrosine kinase de la 

famille src, Lyn, au récepteur FcεRI (un récepteur transmembranaire aux IgE exprimé 

chez certaines cellules hématopoïétiques) est ainsi très informatif quant à la nature 

des mécanismes moléculaires capables d’assurer la cohésion des deux feuillets 

membranaires lors de la transduction du signal.  

 

A l’état basal, FcεRI et Lyn sont associés de façon importante aux rafts. 

Pourtant, leur colocalisation membranaire est minime et seul le tiers des récepteur  

co-immunoprécipitent avec Lyn (Pyenta et al., 2001) (Fig 18A). En présence d’IgE, le 

récepteur subit une multimérisation et recrute massivement la kinase Lyn. 
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Figure 18. Importance des rafts au cours de la réaction lymphocytaire.  

Le recrutement dans les rafts des tyrosines kinases de la famille Src, Lyn dans le cas 
du FcεRI (a), Lck ou Fyn dans le cas du TCR (b), va être essentiel à l’activation 
subséquente des voies de signalisation couplés à chacun de ces deux récepteurs 
(Cherukuri et al., 2001). c)  Le recrutement du TNFR dans les rafts est également 
essentiel à la réponse lymphocytaire. Sa localisation dans les rafts va potentialiser 
l’activation de la voie NFκB et de l’apoptose par ce récepteur (Legler et al., 2003) par 
l’intermédiaire d’un complexe comportant la protéine TRAF2 (Muppidi et al., 2004).  
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Ce phénomène s’accompagne de l’augmentation de son association aux rafts et de la 

propagation du signal. 

L’agrégation des récepteurs transmembranaires par l’anticorps favoriserait la 

stabilisation d’un foyer lipidique ordonné, créant une zone de haute affinité pour les 

molécules arborant une partition préférentielle dans les phases LO telle que Lyn. Ce 

phénomène générerait ainsi la force motrice nécessaire à la coalescence transitoire des 

deux feuillets membranaires et au couplage transmembranaire (Subczynski and 

Kusumi, 2003). Un mécanisme de couplage similaire peut ainsi être imaginé dans le 

cas de l’activation d’autres récepteurs impliqués dans la réponse immunitaire, les 

récepteurs des lymphocytes T (TCR), B (BCR) ou encore le récepteur du TNF 

(TNFR; Tumor necrosis factor) (Fig 18).  

Dans le cas où la coalescence transversale des rafts est induite par l’agrégation 

de protéines modifiées par un GPI, le mécanisme de couplage entre les deux feuillets 

membranaires semble moins clair. Il a cependant été proposé que les chaînes 

aliphatiques saturées et très longues (24 carbones) retrouvées chez certains 

sphingolipides du feuillet externe, puissent supporter ce couplage transmembranaire 

en pénétrant partiellement dans le feuillet lipidique adjacent (mécanisme d’inter-

digitation lipidique) (Wang and Silvius, 2001). 

 

Raft et signalisation  

Des problèmes méthodologiques intrinsèques 

Initialement identifiée comme un déterminant du potentiel oncogénique du 

virus du sarcome de Rous (Glenney, Jr., 1989; Glenney, Jr. and Zokas, 1989), la 

caveoline symbolise l’importance potentielle des caveolaes et par inférence des rafts 

dans la régulation de la signalisation. Consistant avec cette notion, un nombre très 

important de protéines, récepteurs (Tableau 3) et effecteurs (Simons and Toomre, 

2000), impliquées dans la signalisation semblent localisées dans des structures de 

types rafts ou caveolae à un moment ou un autre de leur cycle de vie cellulaire.  
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Cette localisation des acteurs de la signalisation dans les rafts a tout d’abord été 

envisagée comme un moyen potentiel d’assurer spécificité et efficacité aux processus 

de transduction du signal. Cette hypothèse reste encore aujourd’hui très attractive et 

amène de nombreux groupes de recherche à étudier le rôle potentiel des rafts dans la 

signalisation de leur protéine préférée. Pour ce faire, la stratégie classiquement 

employée consiste à démontrer : 1) l’association de la protéine considérée aux 

microdomaines membranaires enrichis en cholestérol, généralement par une méthode 

de purification biochimique des rafts et plus rarement par l’intermédiaire de méthodes 

complémentaires, 2) démontrer que cet association est dépendante de la concentration 

membranaire en cholestérol,  3) évaluer le rôle de la concentration membranaire en 

cholestérol sur la fonction de la protéine.  

 

Cette stratégie se heurte donc à deux problèmes principaux intrinsèques à 

l’étude des rafts eux mêmes: la diversité des microdomaines de type raft et les effets 

indépendants des rafts associés à la modulation de la concentration membranaire en 

cholestérol.  

 
Les conséquences de la diversité des rafts 

La démonstration de l’association d’une protéine aux rafts est par définition 

soumise aux mêmes contraintes théoriques et méthodologiques que l’étude 

fondamentale des rafts eux-mêmes. En considérant l’existence des rafts comme un 

prédicat, leur diversité reste cependant un problème absolument essentiel, auquel 

seules de rares études s’intéressent. Conséquence directe et concrète à cette diversité, 

les conclusions réalisées à l’issu d’une purification biochimique de rafts (qui reste la 

méthode la plus couramment utilisée pour suggérer la présence d’une protéine dans 

les rafts) se doivent de prendre en compte deux éléments essentiels: la comparaison 

des distributions membranaires d’une protéine donnée dans divers types de systèmes 

cellulaires est difficile; la comparaison des distributions membranaires de deux 

protéines différentes obtenues par des méthodes distinctes (ex : purification au 

TritonX100 comparée à l’une ou l’autre des méthodes de purification sans détergeant) 
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est le plus souvent infondée. Par ailleurs, mis à part les protéines modifiées par des 

groupements GPI ou évidemment les protéines étroitement associées à la structure 

des rafts comme la caveoline ou la flottiline, rares sont les protéines de la 

signalisation qui sont massivement associées aux microdomaines. En ce qui concerne 

les récepteurs membranaires (Tableau 3), une association supérieure à 50% à l’état 

basal est tout à fait exceptionnelle. 

 
Signification des traitements modifiant le cholestérol membranaire 

Des traitements visant à modifier la concentration membranaire en cholestérol 

sont très souvent réalisés afin de vérifier si la localisation membranaire de la protéine 

étudiée est dépendante du cholestérol. Ces traitements consistent ainsi à diminuer ou 

augmenter la concentration en cholestérol membranaire, à l’aide d’agents 

transporteurs de cholestérol comme les cyclodextrines [β-hydroxy-cyclodextrine 

(βCD) ou Méthyl-β-cyclodextrine (MBCD)] ou à déstabiliser la fonction du 

cholestérol membranaire en l’oxydant à l’aide de la cholestérol oxydase ou en le liant 

à l’aide de molécules comme la filipine, la nystatin ou la digitonine. Ces différents 

traitements semblent très efficaces pour déstabiliser la morphologie et la fonction des 

caveolaes (Rothberg et al., 1992) et par inférence des microdomaines de type rafts. 

Néanmoins, le cholestérol est un composant général des membranes qui a 

vraisemblablement d’autres fonctions que son seul rôle dans les rafts. Les effets de la 

déplétion en cholestérol sur l’intégrité fonctionnelle des puits recouverts de clathrine 

(CCP), classiquement considérée comme indépendante de la présence des rafts dans 

la membrane, sont un exemple des effets secondaires associés à ces divers 

traitements. En conséquence, l’observation d’une corrélation entre la modification de 

la concentration en cholestérol et celle de l’activité ou du comportement d’une 

protéine donnée ne peut à elle seule démontrer la présence de cette protéine dans les 

rafts. 

 

Ces contraintes méthodologiques étant énumérées, force est de constater que 

leur prise en compte rigoureuse ne permet en aucun cas d’établir un modèle général 

solide du rôle des rafts dans la signalisation à partir des données de la littérature. Peu 
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d’entre elles peuvent en effet être comparées sur des bases expérimentales solides. 

Néanmoins, l’importance fonctionnelle de la localisation dans les rafts de quelques 

exemples de protéines et plus particulièrement de récepteurs (Tableau 3) a fait l’objet 

de plusieurs publications. Dans ces rares cas, un schéma potentiel d’un rôle des 

microdomaines dans la signalisation semblerait s’esquisser.  

 

Le rôle des rafts dans la signalisation des récepteurs membranaires 

Dans ce paragraphe, différents exemples de récepteurs membranaires seront 

considérés, certains faisant évidemment parti de la famille des GPCR, d’autres 

appartenant aux familles des récepteurs à activité tyrosine kinase [ex : récepteurs de 

l’EGF (EGFR), de l’insuline (IR)] ou sérine/thréonine kinase [ex : récepteurs du 

facteur TGFβ (TGFR; Transforming growth factor β)] et enfin des récepteurs 

impliqués dans la réponse immunitaire tels que les récepteurs TCR, BCR ou TNFR. 

Parmi ces différents types de récepteurs, les récepteurs de la réponse immunitaire ou 

de l’EGF (Tableau 3) sont sans aucun doute ceux dont la localisation dans les rafts à 

été la plus étudiée. Le cas de l’EGFR sera donc décrit en détail dans ce paragraphe. 

 

Les premières études portant sur les conséquences fonctionnelles de la 

localisation des récepteurs membranaires dans les rafts, se sont bien souvent 

intérésées aux effets du cholestérol sur l’activité de ces derniers.  

 
Les effets du cholestérol  

Dans le cas de la rhodopsine, le cholestérol inhibe les changements 

conformationnels menant à la forme active de ce récepteur (MRII) et altère son 

activité de liaison (Mitchell et al., 1990). Au contraire, les récepteurs de l’oxytocine 

(OR) ou des chimiokines tel que CXCR4, présentent une affinité pour leur ligand 

respectif potentialisée par le cholestérol membranaire (Gimpl et al., 1997; Nguyen 

and Taub, 2002). Cette relation entre capacité de liaison et concentration en 

cholestérol peut en outre être mise en parallèle avec les effets du cholestérol sur 

l’efficacité de couplage de ces différents récepteurs. Dans le cas de la rhodopsine, le 

cholestérol diminue l’efficacité de couplage entre la forme MRII du récepteur et sa 
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protéine G,  la transducine (Mitchell et al., 2001). Par contre, le couplage des 

récepteurs CXCR4 (Popik et al., 2002; Nguyen and Taub, 2002) ou OR (Gimpl et al., 

1997) à leur voie de signalisation respective serait étroitement dépendant de la 

présence du cholestérol dans la membrane.  

Les effets du cholestérol sur l’activité d’une protéine pouvant être indicatifs de 

la fonction de la localisation de cette dernière dans des microdomaines enrichis en 

cholestérol, ces différentes données suggérent que le rôle des rafts dans la 

signalisation des GPCR diverge en fonction de la nature du récepteur considéré. 

L’évolution des théories pharmacologiques offrent cependant l’opportunité de 

nuancer de telles conclusions. Du point de vu de la théorie probabiliste, l’ensemble de 

ces données pourrait aussi converger vers l’idée que l’environnement raft constitue, 

pour l’ensemble de ces récepteurs, un espace contraignant en terme conformationnel. 

Leur localisation dans ces microdomaines les conduirait ainsi à adopter un champ 

conformationnel particulier exhibant ou non une affinité élevée pour leur ligand 

respectif. La relation causale entre l’inhibition basale de la dimérisation de l’EGFR et 

sa localisation dans les microdomaines ordonnés (Mineo et al., 1996; Mineo et al., 

1999) pourrait ainsi appuyer cette notion. 

 

Comme nous l’avons déjà évoqué, en plus de présenter des propriétés de liaison 

particulières vis à vis de son ligand, un récepteur caractérisé par un champ 

conformationnel donné exhibe vraisemblablement une spécificité d’association pour 

ses divers partenaires de signalisation. La présence d’un récepteur dans les 

microdomaines pourrait donc s’accompagner de son association à des complexes de 

signalisation spécifiques. L’association différentielle des récepteurs OR ou β1 

adrénergique (β1AR) à des protéines G distinctes en fonction de leur localisation 

membranaire est à ce titre très intéressante.  

 
La spécificité des complexes 

A l’état basal, la proportion d’OR retrouvé dans les fractions membranaires 

résistantes aux détergeants est inférieure à 10% (Tableau 3) et le récepteur est en 

mesure de coupler à la fois les protéines Gi/o et Gq/G11. Une fois fusionné à la 
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caveoline 2 (ORCAV2), le récepteur se retrouve par contre exclusivement localisé dans 

les rafts (Guzzi et al., 2002), lie l’oxytocine avec une plus grande affinité et est 

exclusivement couplé à une voie dépendante de Gq/G11 (Fig 19A). De manière 

intéressante, les conséquences cellulaires de la stimulation de chacune de ces formes 

d’OR sont distinctes. Le récepteur ORWT, un récepteur de classe B, lie stablement la 

βarr et induit la phosphorylation soutenue de ERK1/2, menant à un signal anti-

prolifératif. Au contraire, la stimulation des MAPK par le récepteur ORCAV2 conduit à 

activer la prolifération cellulaire (Guzzi et al., 2002; Rimoldi et al., 2003). L’effet du 

cholestérol sur l’affinité de l’OR pour l’oxytocine et son couplage à la protéine Gq 

serait ainsi favorisé par la présence du récepteur dans les rafts. En dehors de ces 

microdomaines, le récepteur adopterait une conformation distincte présentant une 

moins grande affinité pour l’oxytocine mais une association préférentielle avec la 

protéine Gi (Fig 19A). 

L’exemple du récepteur β1 adrénergique (β1AR) illustre également un lien potentiel 

entre la localisation du récepteur et son affinité différentielle pour certaines protéines 

G. A l’état basal, le β1AR semble préférentiellement couplé la protéine Gs. A l’issu 

de son activation le β1AR est désensibilisé, phosphorylé à la fois par GRK et PKA 

puis internalisé par une voie dépendante de la clathrine. Un mutant du récepteur 

dépourvu de site de phosphorylation pour GRK (β1ARGRK-) est également 

désensibilisé à l’issu de son activation et ce aussi efficacement que son homologue 

sauvage. Par contre, il va être internalisé par une voie sensible à la filipine, un agent 

liant le cholestérol membranaire (Rapacciuolo et al., 2003). Ces derniers résultats 

pourraient suggérer que la phosphorylation du β1AR par PKA détermine son 

internalisation par une voie dépendante des rafts ou des caveolaes (Rapacciuolo et al., 

2003) (Fig 19B). Il a récemment été proposé que, comme le β2AR (Daaka et al., 

1997), le β1AR verrait son affinité pour la protéine Gi augmentée à l’issu de sa 

phosphorylation par PKA (Martin et al., 2004). Ce couplage à la protéine Gi 

aboutirait entre autres à la stimulation de la voie MAPK (Martin et al., 2004). 

Ce lien entre spécificité de couplage et localisation n’est évidemment pas 

restreint aux seuls récepteurs à 7TM et ceci est illustré par les exemple des récepteurs 

de l’insuline (IR) et du TGFR. 
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Figure 19. Rôle des rafts dans la signalisation des récepteurs oxytocin et β1-adrénergique 

A) Le cas du OR. En fonction de sa localisation au niveau des caveolae, ce récepteur va stimuler des voies MAPK 

induisant ou non la prolifération (Guzzi et al., 2002; Rimoldi et al., 2003). B)  Le cas du β1AR. La 

phosphorylation du récepteur par PKA aboutirait à son couplage à la protéine Gi (Martin et al., 2004) ainsi qu’à la 

translocation du récepteur dans des structures de types rafts pour y être internalisé (Rapacciuolo et al., 2003). Le 

couplage à Gi conduit à l’activation de la voie MAPK par le β1AR.  
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L’IR ne semble que partiellement associé aux rafts a l’état basal et sa 

stimulation aboutit à l’activation de deux voies différentes : l’une indépendante de la 

présence du récepteur dans les rafts et mettant en jeu la protéine kinase Akt/PKB, 

l’autre dépendante des rafts et régulant de manière directe la translocation du 

transporteur de glucose Glut4 à la surface membranaire. Dans ce dernier cas, la 

présence d’insuline induit le recrutement aux rafts de la protéine Cbl et sa 

phosphorylation subséquente par le récepteur. Dans cet état phosphorylé, Cbl lie les 

protéines CAP, CrkII et C3G (Baumann et al., 2000). Par l’intermédiaire de son 

activité GEF, C3G active une protéine présente de manière constitutive dans les rafts, 

la protéine G monomérique TC10 de la famille Rho (Watson et al., 2004). Cette 

dernière stimulerait alors la translocation du transporteur de glucose Glut4 à la 

membrane. Ce dernier évènement serait, entre autres, régulée par le recrutement du 

complexe exocyste Exo70/Sec6/Sec8 par TC10 au niveau des rafts (Inoue et al., 

2003) (Fig 20A). 

Dans le cas du TGFR, sa présence dans les rafts s’accompagne aussi de sa 

liaison à un complexe protéique particulier. En dehors des structures raft/caveolae, le 

récepteur s’associe au complexe SMAD2/SARA et active la transcription. Dans les 

caveolae, son association au facteur SMAD7 a au contraire un effet inhibiteur sur la 

transcription. De plus, la liaison de SMAD7 au facteur SMURF2 appartenant à la 

famille des E3 ubiquitine ligases, induit l’entrée du TGFR dans une voie de transport 

membranaire aboutissant à sa dégradation (Di Guglielmo et al., 2003) (Fig 20B). 

 

Ces différents exemples pointent vers l’idée que les rafts puissent influencer la 

spécificité d’association d’un récepteur membranaire à un complexe ou une voie de 

signalisation précis. Néanmoins, la question d’une dynamique entre les différentes 

populations d’un récepteur donné à la membrane reste sans réponse. Cette 

problématique particulière pourrait néanmoins être illustrée par le cas de l’EGFR. 
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Figure 20. Spécificité de signalisation de divers récepteurs dans les rafts. 

A) Le cas du récepteur à l’insuline. L’insuline régule la translocation du transporteur de glucose par 

l’intermédiaire de la voie PI3K ou par une voie alterne impliquant la E3-ligase Cbl et la protéine G 

monomérique TC10 (Kanzaki and Pessin, 2003). La formation de ces complexes dépend de la 

présence du récepteur dans les rafts. B) Le cas du TGFR.  En fonction de sa localisation dans des 

structures rafts ou non-rafts, ce récepteur va être associer à l’enzyme E3-ligase SMURF et au facteur 

de transcription SMAD7 ou à la protéine d’échaffaudage SARA et à SMAD2 (Di Guglielmo et al., 

2003).  
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La dynamique des complexes 

L’EGFR est constitutivement associé aux microdomaines membranaires dans 

une proportion de 60% (Mineo et al., 1996; Mineo et al., 1999). Son activation 

s’accompagne de son autophosphorylation et du recrutement des protéines src (Hur et 

al., 2004), Raf (Mineo et al., 1996) et de la E3-ubiquitin ligase Cbl (de Melker et al., 

2004a; de Melker et al., 2004b; Lafont and Simons, 2001; Levkowitz et al., 1998) 

dans les rafts (Fig 21). Entre 3 et 30min après sa stimulation par l’EGF, le récepteur 

est délocalisé des microdomaines et internalisé (Mineo et al., 1999). A l’image des 

mécanismes survenant lors de l’activation des récepteurs BCR et TCR (Crotzer et al., 

2004; Stoddart et al., 2002), ces deux évènements, sortie des rafts et internalisation, 

seraient étroitement régulés par l’activité kinase de src. En phosphorylant la clathrine 

à l’issu de l’activation de l’EGF (Wilde et al., 1999), src stabiliserait la 

polymérisation des molécules de clathrine au voisinage des microdomaines rafts et 

permettrait la translocation du récepteur dans ces structures (Crotzer et al., 2004; 

Stoddart et al., 2002). L’internalisation de l’EGF dans les puits recouverts de 

clathrine pourrait alors permettre l’induction ou l’amplification de certaines cascades 

de transduction comme celles des MAPK ou de la PI3K (Vieira et al., 1996). 

L’association dynamique du récepteur de l’EGF aux microdomaines membranaires 

détermine donc à la fois l’initiation du processus de transduction mais aussi sa 

propagation. Cette localisation dynamique a aussi été proposée dans le cas des 

récepteurs de la réponse immunitaire ou du TNFR. Au contraire de l’EGFR, la 

stimulation de ces derniers induirait dans un premier temps leur translocation dans les 

rafts. Comme nous l’avons déjà évoqué dans le cas du FcεRI (Fig 18), cette 

translocation initiale serait essentielle à la transduction du signal et se poursuivrait par 

leur sortie des rafts et leur internalisation par une voie dépendante de la clathrine 

(Pyenta et al., 2001; Crotzer et al., 2004; Stoddart et al., 2002; Stoddart et al., 2005).  
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Figure 21. Rôle des rafts dans la signalization de l’EGFR 

A l’état basal, 60% des molécules d’EGFR sont présentes dans des structures rafts sous une forme 
monomérique. En présence d’EGF, l’activation du récepteur conduit à sa dimérisation et à son 
autophosphorylation (Mineo et al., 1996). Ce phénomène s’accompagne d’une part de sa sortie des rafts mais 
également du recrutement de diverses protéines au niveau des rafts. Le recrutement de Src, Raf et Cbl est ici 
représenté (Hur et al., 2004; Mineo et al., 1996; Puri et al., 2005). Ces protéines vont induire la stimulation de 
la protéine G monomérique H-Ras. Sous sa forme GTP, celle-ci va également sortir des rafts (Roy et al., 
2002).  L’internalisation du récepteur par la voir des puits recouverts de clathrine  serait essentielle à l’ultime 
phosphorylation des protéines ERK1/2 (Vieira et al., 1996). 
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 Cette capacité des rafts à lier dynamiquement certains récepteurs pourrait 

également avoir un rôle dans l’influence des différentes voies de signalisation entre 

elles. La transactivation du récepteur de l’EGF par la famille des GPCR en est un 

exemple. La stimulation de l’EGFR par les récepteurs B2R ou AT1R dépendrait ainsi 

de l’association transitoire de ces récepteurs aux rafts (Hur et al., 2004; Ushio-Fukai 

et al., 2001; Olivares-Reyes et al., 2005). Des mécanismes similaires peuvent être 

envisagée pour d’autres GPCR, comme par exemple les récepteurs de l’endothéline 

(ET1A) et du LPA (Daub et al., 1996; Luttrell et al., 1996; Luttrell et al., 1997). De 

manière intéressante, la stimulation de l’EGFR par ces récepteurs ne s’accompagne 

pas d’une sortie de l’EGFR des rafts (Mineo et al., 1999). S’il est relativement clair 

que les GPCR peuvent induire à la fois la transactivation de l’EGFR et son 

internalisation (Kim et al., 2003; Pierce et al., 2000), ces résultats pourraient ainsi 

suggérer que les mécanismes impliqués dans le contrôle de ce dernier événement 

différent de ceux induits classiquement par l’EGF. 

 

L’existence d’une dynamique des populations de récepteur entre les 

compartiments rafts et non rafts de la membrane pourraient suggérer l’idée d’un rôle 

des rafts dans les mécanismes de remaniement des complexes de signalisation. Ce 

rôle des microdomaines membranaires pourrait être au moins partiellement, lié à 

l’enrichissement dans ces structures des phospholipides de type PI(4,5)P2 (Caroni, 

2001). Leur reconnaissance par diverses protéines dont celle de la famille GAP-43 

(CAP23/NAP22/MARCKS) induirait une réorganisation du réseau d’actine associé 

aux rafts (Caroni, 2001) (Laux et al., 2000). Cette association au cytosquelette des 

rafts est essentielle à la régulation spatio-temporelle de la signalisation y prenant 

place. Comme cela sera abordé plus tard, différentes protéines d’échafaudages 

(protéines à domaines PDZ ou à domaine FERM de liaison à l’actine) vont également 

participer à assurer ce lien entre raft et cytosquelette (Golub et al., 2004).   

 

 

Ces différents exemples sont donc représentatifs du ou des rôles potentiels des 

microdomaines membranaires dans le contrôle de la signalisation cellulaire. 
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Cependant, comme évoqué précédemment, les problèmes méthodologiques associés 

au concept même de raft semblent, telle une épée de Damoclès, menacer la 

vraisemblance de ces diverses analyses, aussi captivantes soient-elles.  

 

CYTOSQUELETTE ET PROTÉINES D’ÉCHAFAUDAGES 

Le réseau cortical d’actine  

Dans les membranes cellulaires, la diffusion des composés membranaires, 

lipides et protéines, est diminuée de 5 à 50 fois par rapport à celle observée dans des 

liposomes. En outre, une polymérisation minime de ces composés, in vivo, induit un 

ralentissement supplémentaire de leur diffusion d’un facteur 5 à 40, en fonction du 

composé observé (Iino et al., 2001; Murase et al., 2004). Selon un modèle brownien, 

la diffusion latérale, dans une bicouche lipidique continue, d’un composé subissant 

une tetramérisation devrait être diminué par 1,1, tandis que celle d’un polymère de 

100 molécules devrait être diminuée de 1,4 (Kusumi et al., 2005). Le déplacement des 

éléments constitutifs des membranes dans des conditions cellulaires est donc en 

apparence radicalement différent de celui observé dans des conditions artificielles. 

Ces conclusions qui reposent sur des données de FRAP (Fluorescence recovery after 

photobleaching) ou de SPT (single particle tracking) à basse résolution (1 images / 

30 ou 300ms), ont été bousculées par la publication de nouveaux résultats obtenus par 

SPT à une résolution considérablement augmentée. En un tour de force technique 

permettant l’acquisition de 40000 images par sec (1 image /25µs), le groupe de 

Kusumi a clairement démontré que la diffusion latérale d’un lipide insaturé localisé 

dans le feuillet extracellulaire, DOPE, était inhomogène. Son comportement peut être 

décrit en deux phases : une phase répondant aux caractéristiques d’un mouvement 

brownien classique circonscrit au sein de domaines de la membrane plasmique; une 

autre phase beaucoup plus lente qui correspondrait au saut du composé d’un 

microdomaine membranaire à un autre (modèle hop diffusion) (Fujiwara et al., 2002). 

Au sein d’un domaine membranaire donné, la diffusion latérale de la molécule DOPE 

atteint une vitesse de 9µm2/s, similaire à celle observée dans des liposomes 
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reconstitués. Cette vitesse est considérablement diminuée par le passage de la 

molécule entre deux compartiments adjacents. Un traitement rapide à la cytochalasine 

D induit une augmentation de la zone de diffusion rapide de DOPE d’un coefficient 4 

(Murase K 2004 Biophys J), suggérant que la diffusion compartimentalisée de DOPE 

dépendrait de l’intégrité du cytosquelette d’actine. En fonction de la densité du réseau 

sous-membranaire d’actine, spécifique à chaque type cellulaire, la maille du réseau 

varierait de 30 à 230nm, définissant en conséquence la taille des compartiments 

membranaires (Murase K 2004 Biophys J). De manière intéressante, le déplacement 

latéral de la molécule n’est pas dépendant de l’existence de rafts dans la membrane, 

de domaines protéiques extra-membranaires ou encore de composés présents dans la 

matrice extracellulaire. Le fait que des protéines membranaires diverses, récepteur à 

la transferrine (Sako and Kusumi, 1994), CD44 (Kusumi et al., 2005), les E-

cadhérines (Sako et al., 1998) ainsi que les récepteurs à 7TM, ste2 et δ-opioïde 

(Kusumi et al., 2005; Suzuki et al., 2005) présentent toutes des déplacements latéraux 

similaires à celui décrit pour la molécule DOPE, rend probablement généralisable le 

modèle de hop diffusion. Ces données suggèrent en outre que la présence d’une 

protéine dans des zones ordonnées de la membrane ou nanorafts ne limite pas sa 

diffusion latérale dans la membrane quand bien même sa mobilité au sein du 

nanodomaine peut, elle, s’avérer contrainte. Il est cependant aiser d’imaginer que la 

stabilisation transitoire des rafts par l’intermédiaire de leur liaison au réseau 

cytosquelettique sous membranaire, aura des conséquences importantes sur la 

mobilité des protéines contenues dans ces structures. Comme nous l’avons évoqué 

précédemment, la fugacité de l’existence de ces structures constitue probablement un 

frein important à l’évaluation de leur impact sur la diffusion latérale des protéines qui 

y sont localisées. 

 

L’une des difficultés du modèle de hop diffusion réside dans la localisation 

cytosolique du cytosquelette. Comment le réseau cytosquelettique cytosolique peut-il 

circonscrire la mobilité de composés présents dans le feuillet externe de la membrane 

plasmique? Nakada et al. ont récemment proposé un modèle décrivant la contrainte 

transmembranaire apposée par le réseau cytosquelettique au cours du développement 
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neuronal (Nakada et al., 2003). Les neurones présentent deux domaines 

membranaires distincts, somato-dendritique et axonal. Chez le rat, une barrière 

physique membranaire, le segment initial, est constituée à la base de l’axone, une 

dizaine de jour après la naissance. La diffusion d’une molécule de DOPE est 

radicalement supprimée par la formation du segment initial. Ce phénomène est 

corrélé à l’expression et la concentration au niveau du segment initial de molécules de 

G-ankyrin et de canaux sodiques immobiles à 85% (type II/Nav1.2) (Nakada et al., 

2003). En liant des molécules de G-ankyrin, les molécules de canaux sodiques 

s’associent au réseau d’actine et sont en conséquence immobilisées. Cette perte de 

mobilité des protéines transmembranaires à l’issu de leur liaison au cytosquelette 

pourrait stériquement propager la contrainte diffusionelle appliquée par le réseau 

d’actine sur la face cytosolique de la membrane. Le temps de résidence d’un 

composé, dans une région donnée de la membrane, devrait en conséquence, s’en 

trouver augmenté. Dans le cas du segment initial, la contrainte générée par 

l’immobilisation de canaux sodiques, le long du squelette d’actine, semble 

relativement stable. Une immobilisation transitoire des protéines membranaires 

devrait cependant avoir des conséquences stériques similaires sur la diffusion locale  

des composés de la membrane (Théorie des membrane skeleton fences and the 

anchored-transmembrane protein pickets) (Kusumi et al., 2005; Suzuki et al., 2005). 

De ces différentes données, émerge un modèle de membrane 

compartimentalisée par le réseau d’actine sous membranaire. La liaison stable ou 

transitoire des protéines membranaires à ce réseau résulterait en la formation d’une 

barrière physique transmembranaire (anchored-transmembrane protein pickets) 

circonscrivant chacun des compartiments membranaires. Protéines et lipides 

présentent une diffusion répondant aux critères browniens au sein d’un domaine 

donné et une diffusion ralentie lors de leur passage vers un compartiment adjacent. La 

capacité de ces composants à passer une barrière va être étroitement dépendante de 

leur niveau de polymérisation. Les complexes multimoléculaires verront leur temps 

de résidence au sein d’un compartiment d’autant augmenté qu’ils seront d’une taille 

importante (Kusumi et al., 2005; Murase et al., 2004).  
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Les protéines d’échafaudage  

Les protéines à domaines PDZ 

Les contraintes imposées par le réseau cortical sous-membranaire limitent la 

mobilité latérale des complexes protéiques. En plus d’assurer l’efficacité de 

signalisation, l’oligomérisation des récepteurs membranaires et la formation de 

signalosomes favorise leur immobilisation dans des régions particulières des 

membranes. L’organisation des synapses neuronales et plus particulièrement des 

zones post-synaptiques reflète l’importance fonctionnelle de ce phénomène. Dans le 

cas des synapses excitatrices, les récepteurs au Glutamate, métabotropiques et 

ionotropiques (GluR) (NMDA et AMPA) sont en perpétuel mouvement entre des 

zones extra-synaptiques et la grille synaptique (Choquet and Triller, 2003). Leur 

stabilisation à ce niveau dépend en grande partie de leur liaison à une variété de 

protéines d’échafaudage à domaine PDZ, PSD95, SAP97, GRIP/ABP, PICK1, Homer 

ou Shank. La liaison de GluR2, une des sous unités des récepteurs AMPA, aux 

protéines GRIP/ABP va ainsi stabiliser sa localisation au niveau de la grille 

synaptique (Osten et al., 1998; Osten and Ziff, 1999). Au contraire, sa liaison à 

PICK1 favorise, selon un mécanisme dépendant de PKC, la redistribution extra-

synaptique du récepteur et permet son internalisation. PICK1 lie GluR2 par 

l’intermédiaire de deux séquences distinctes dans sa portion terminale cytosolique. 

Une séquence c-terminale classiquement reconnue par les domaines PDZ (SVKI) et 

capable d’interagir également à l’état basal avec GRIP/ABP (Daw et al., 2000); une 

autre non-PDZ (KRMKVAKNAQ ou pep2m), liant PICK1 (Hanley et al., 2002) et 

une protéine AAA ATPase classiquement impliquée dans la régulation du processus 

de fusion membranaire, NSF (Nishimune et al., 1998; Noel et al., 1999; Osten and 

Ziff, 1999). Les qualités de chaperonne moléculaire de NSF lui confère la capacité de 

dissocier les interactions protéiques (Whiteheart and Matveeva, 2004). Dans le cas 

présent, NSF et son co-facteur SNAP (soluble NSF attachement protein) 

dissocieraient constitutivement PICK1 de GluR2 (Hanley et al., 2002) garantissant sa 

localisation synaptique. En déstabilisant l’interaction entre un échafaudage protéique 

et un récepteur, NSF modulerait, entre autre, la capacité de diffusion latérale du 
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récepteur GluR2 entre la zone extra-synaptique et la grille synaptique (Gardner et al., 

2005; Steinberg et al., 2004) (Fig 22).  

 

 

 

Figure 22. Mécanisme de regulation de l’expression à la surface des récepteurs AMPA au glutamate 
contenant les sous unités GluR1 et GluR2.  

Le récepteur GluR2 lie les protéines à domaines PDZ, GRIP et PICK1 par l’intermédiaire d’une 
séquence concensus présente dans sa queue c-terminale (SVKI) (Bredt and Nicoll, 2003). GRIP va 
stabiliser l’expression des récepteurs AMPA au niveau de la grille synaptique, comme d’ailleurs la 
protéine 4.1 qui en reliant GluR1 au cytosquelette immobilise le canal. La liaison de PICK1 à GluR2 
serait initiée par la phosphorylation de la S880 du site concensus PDZ par PKC. La formation du 
complexe PICK1/GluR2 favorise l’internalisation du canal et le phénomène de dépression à long 
terme (LTD). PICK1 lie également GluR2 au niveau d’un décapeptide interne de sa queue c-terminale 
qui constitue également un site de liaison pour la AAA ATPase NSF. Le recyclase du récepteur à la 
surface serait dépendant de cette dernière et de son cofacteur βSNAP, qui en dissociant le complexe 
PICK1/GluR2 (Hanley et al., 2002) permettraient la diffusion latérale de ce dernier jusque dans la 
grille synaptique (Gardner et al., 2005; Steinberg et al., 2004). NSF interviendrait également dans 
l’insertion initiale du récepteur dans la grille synaptique à l’issu de sa synthèse.  
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Si les cellules neuronales illustrent particulièrement bien l’importance de la 

compartimentation membranaire et de la mobilité latérale des protéines, il est évident 

que la régulation de ces phénomènes est probablement essentielle dans tous les types 

cellulaires. Le canal échangeur Na+/H+ NHE3 qui régule l’absorption du Na+ dans le 

tubule proximal du rein ou dans l’intestin présente également une localisation 

membranaire que son association à de méga complexes protéiques va réguler (Li et 

al., 2001). En liant le domaine PDZ2 de NHERF1 et NHERF2 (Yun et al., 1997)), le 

canal NHE3 va se voir impliqué dans différents complexes déterminant 

subséquemment sa fonction. En reliant le canal à PKC (Lee-Kwon et al., 2003) et à α-

actinin-4 (Kanai et al., 2000), NHERF2 sensibilise NHE3 au calcium. Dans les 

tubules proximaux rénaux, NHERF1/2 permettent également l’association de NHE3 à 

la protéine Ezrin qui va lier le cytosquelette d’actine et recruter avec une basse 

affinité PKA (Yun et al., 1998). La modulation de l’interaction de NHE3 à NHERF 

va réguler la taille des complexes protéiques impliquant le canal et en conséquence 

son activité et sa mobilité (Yun et al., 1997; Cha et al., 2004). 

NHERF participe également à la régulation de l’activité d’autres protéines, dont 

des GPCR. Par l’intermédiaire d’un motif consensus de reconnaissance de domaine 

PDZ (DSLL), NHERF interagit avec le récepteur β2AR (Cao et al., 1999; Hall et al., 

1998) et la protéine RAMP3 (Bomberger et al., 2005a), une protéine liée 

constitutivement au récepteur CRLR et régulant le transport membranaire et les 

propriétés pharmacologiques de ce dernier. Dans les deux cas, NHERF paraît 

impliqué dans la régulation du recyclage de ces récepteurs (Cao et al., 1999; Gage et 

al., 2001; Bomberger et al., 2005a) vers la surface membranaire à l’issu de leur 

désensibilisation et de leur internalisation. De manière intéressante, le β2AR et le 

CRLR via son association à RAMP3, intéragissent également avec NSF (Cong et al., 

2001; Bomberger et al., 2005b), qui régulerait lui aussi le routage membranaire de ces 

deux récepteurs à l’issu de leur internalisation. Ces observations sont réminscentes du 

lien fonctionnel observé dans le cas de la régulation de la diffusion membranaire 

latérale du récepteur GluR2 par PICK1 et NSF (Hanley et al., 2002) qui 

contrôleraient la localisation du canal au niveau de la grille synaptique (Fig 22). Bien 

qu’aucune donnée n’établissent un rôle direct de NSF dans la modulation de 
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l’interaction du β2AR ou du CRLR à NHERF, ce parallèle pourrait refléter 

l’existence d’une inter-connection fonctionnelle entre NHERF et NSF dans la 

régulation de la distribution membranaire latérale de ces deux récepteurs.   

 

Les protéines à domaine FERM 

La propriété de NHERF à lier par son domaine c-terminal, des protéines de la 

superfamille des protéines à domaines FERM (Four point one, ERM) telles qu’ezrin, 

illustre le lien entre cytosquelette et protéines d’échafaudage dans la 

compartimentation membranaire.  Les protéines à domaine FERM peuvent 

néanmoins interagir directement avec certaines protéines membranaires. L’interaction 

de GluR1 (Fig. 21) ou des récepteurs D2/D3 dopaminergiques (D2/D3R) à la proteine 

4.1 régule leur expression à la surface cellulaire (Binda et al., 2002; Coleman et al., 

2003). La phosphorylation des protéines ERM par PKC (Simons et al., 1998), 

PI4P5K (Matsui et al., 1999) ou encore GRK2 (Cant and Pitcher, 2005), conduit à 

leur activation. Dans cette conformation active, elles peuvent alors lier la F-actine et 

diverses protéines NHE1, CD43, CD44, ICAM1, ICAM2, Syndecan2 (Bretscher et 

al., 2002a).  De manière intéressante, certaines protéines constitutivement présentes 

dans les fractions membranaires résistantes aux détergeants, telles que la protéine Cbp 

(Itoh et al., 2002), recruteraient la protein ezrin dans les rafts.  

 

Les filamines 

D’autres protéines liant l’actine présentent la capacité de relier les protéines de 

la signalisation au réseau cytosquelettique, par exemple la famille des filamines 

(Stossel et al., 2001). Leur interaction à des GPCR a été plusieurs fois rapportée dans 

la littérature et on y retrouve les récepteurs dopaminergiques  D2 et D3 (D2/D3R) (Li 

et al., 2000; Li et al., 2002; Lin et al., 2001), le récepteur de sensibilité au calcium 

(CaR) (Awata et al., 2001; Hjalm et al., 2001; Zhang and Breitwieser, 2005), mGluR7 

(Enz and Croci, 2003) ou le récepteur à la calcitonine (Seck et al., 2003). Dans le cas 

des récepteurs dopaminergiques, la liaison à la filamine semble essentielle au 

couplage de ces récepteurs à la protéine G (Li et al., 2000; Kim et al., 2005b). Par 

ailleurs, en interagissant avec la caveoline, la filamine stabiliserait leur association à 
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des microdomaines membranaires de type raft/caveolae (Stahlhut and van Deurs, 

2000). Une hypothèse similaire a également été proposée dans le cas du récepteur 

CaR (Kifor et al., 1998) et son interaction avec la filamine serait en outre essentielle à 

son couplage à la voie MAPK (Awata et al., 2001; Hjalm et al., 2001). Dans certains 

cas, comme par exemple pour le récepteur de l’insuline, la liaison du récepteur à la 

filamine va inhiber son couplage aux MAPK (He et al., 2003). Ces résultats illustrent 

la capacité des protéines d’échafaudage à assurer la spécificité du couplage de divers 

types de récepteurs, GPCR ou autres [ex : les récepteurs à l’insuline ou les intégrines 

(He et al., 2003; Calderwood et al., 2001)].  

Diffusion latérale et transport membranaire 

L’ensemble de ces exemples illustre dans quelle mesure régulation de la 

mobilité latérale et formation de complexes protéiques sont étroitement liées en terme 

de régulation de la signalisation membranaire. Le déplacement latéral de ces 

complexes dans la membrane va également être déterminant pour leur transport de ou 

vers la membrane plasmique. Le cas du récepteur GluR2 en est un exemple (Fig. 21). 

Lors de son incorporation initiale dans la membrane plasmique à l’issu de sa synthèse 

ou de son recyclage, le GluR2 doit diffuser latéralement de la zone extrasynaptique 

des dendrites vers la grille synaptique pour y exercer son activité. Une fois stimulé, il 

doit au contraire sortir de la grille synaptique pour être internalisé. Les protéines NSF 

et PICK-1 en régulant la localisation latérale de GluR2 contrôle ainsi son transport 

entre la surface membranaire et les compartiments endosomaux (Fig 22).  

La localisation dynamique des récepteurs BCR ou TCR entre des zones fluides 

de la membrane, les rafts et les puits recouverts de clathrine, suggère à nouveau 

l’importance de la diffusion latérale dans le contrôle du transport de ces récepteurs 

(Crotzer et al., 2004; Stoddart et al., 2002; Stoddart et al., 2005). Leur sortie des 

zones ordonnées de la membrane vers les puits recouverts de clathrine semble, 

comme dans le cas de l’EGFR (Vieira et al., 1996; Mineo et al., 1999; Wilde et al., 

1999), importante non seulement pour leur internalisation à l’issu de leur activation 

mais aussi potentiellement à la propagation du signal (Stoddart et al., 2002; Stoddart 

et al., 2005).  
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La localisation des différents composants de la machinerie d’internalisation 

dépendante de la clathrine est représentative du lien étroit existant probablement entre 

diffusion et transport des protéines membranaires. Des expériences de microscopie 

effectuées sur des dendrites démontrent la distribution selon des zones concentriques 

de taille croissante des adaptateurs de clathrine (AP2), de la clathrine et finalement de 

la dynamine autour de la grille synaptique (Racz et al., 2004). Chacune des ces 

protéines se concentre dans des régions de plus en plus éloignées de la grille 

synaptique. Ces données suggèrent que les protéines cargos doivent graduellement 

s’éloigner de la synapse afin d’être efficacement internalisées. La démonstration que 

l’assemblage des treillis de clathrine à la membrane s’effectue en des zones discrètes 

de cette dernière supporte également cette idée (Gaidarov et al., 1999). L’importance 

de la diffusion des cargos membranaires ne semble pas restreinte aux mécanismes de 

transport associés aux clathrines. L’incorporation des cargos protéiques au sein de 

vésicules mantelées par les complexes COPI/II, lors de leur transport de ou vers les 

membranes du réticulum endoplasmique, nécessiterait également leur diffusion 

latérale (Holthuis and Levine, 2005). 

 

LE TRANSPORT MEMBRANAIRE  

La structure intrinsèque des membranes et l’interaction entre les membranes et 

le cytosquelette, module la signalisation en limitant ou en favorisant la rencontre des 

différents acteurs protéiques. La régulation dynamique de la localisation de ces 

derniers, par la machinerie de transport, joue ainsi un rôle clef dans le contrôle de la 

formation des complexes multimériques.  

A l’issu de leur activation, nombre de récepteurs membranaires, GPCR, RTK, 

récepteurs ionotropiques vont être désensibilisés, puis internalisés et transportés vers 

le compartiment endosomal pour y être alternativement recyclés ou dégradés. En plus 

de contrôler l’accès du récepteur à son ligand, le phénomène d’endocytose va dans 

certains cas permettre la stimulation par divers types de récepteurs (GPCR, RTK ou 

TGF), de certaines cascades de signalisation telles que la cascade des MAPK ERK1/2 
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(Ceresa et al., 1998; Daaka et al., 1998; Vieira et al., 1996; Sorkin and von Zastrow, 

2002) ou encore celle des facteurs de transcription SMAD (Di Guglielmo et al., 

2003). 

L’endocytose dépendante de la clathrine a pendant longtemps été considérée 

comme la principale voie d’internalisation de la majorité des récepteurs 

membranaires. Aujourd’hui, un nombre croissant de données suggèrent que d’autres 

routes d’internalisation, celle des rafts et des caveolaes par exemple, puissent 

également jouer des rôles très importants dans le transport et la régulation de ces 

protéines membranaires (Chen and De Camilli, 2005; Damm et al., 2005; Di 

Guglielmo et al., 2003; Lamaze et al., 2001; Le et al., 2002; Pelkmans and Helenius, 

2003; Pelkmans and Zerial, 2005; Pelkmans et al., 2005; Rapacciuolo et al., 2003; 

Sigismund et al., 2005; Stoddart et al., 2005).  

Bien que reposant vraisemblablement sur des machineries protéiques 

différentes (Pelkmans and Helenius, 2003), l’ensemble de ces mécanismes 

d’internalisation suivent un schéma similaire s’effectuant en trois étapes : la 

formation de structures tubulo-vésiculaires à l’issu du recrutement de cargos 

protéiques, le transport des vésicules le long des microtubules et leur fusion avec une 

membrane cible.  

L’endocytose 

Le bourgeonnement vésiculaire 

Qu’il s’agisse du bourgeonnement vésiculaire ou de la fusion membranaire, ces 

évènements nécessitent des remaniements locaux de l’organisation de la bicouche 

phospholipidique. L’étape intermédiaire à chacun de ces phénomènes consiste en 

l’accolement transitoire des deux bicouches lipidiques qui conduit à un agencement 

rappelant la structure de micelle inversée HII. A l’issu du bourgeonnement 

vésiculaire, la membrane vésiculaire doit adopter un niveau de convexité 

radicalement différent de celle de sa membrane d’origine. Différents mécanismes à la 

fois extrinsèques et intrinsèques aux membranes vont favoriser ce phénomène. 

Comme mentionné précédemment, la nature des lipides membranaires module la 

capacité de courbature des membranes et certaines protéines associées à ces dernières 
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en influencent également les propriétés. Le cytosquelette et les protéines manteaux 

(ex : clathrine et COPI/II) associées aux membranes en sont des exemples.  

La force mécanique extrinsèque générée par le cytosquelette et ses protéines 

associées (microtubule et kinésine par exemple) est suffisante à la création in vitro de 

réseaux tubulaires de membrane (Dabora and Sheetz, 1988; Roux et al., 2002). Par 

ailleurs, la clathrine (Nossal, 2001) et par inférence les complexes protéiques COPI et 

COPII (Farsad and De Camilli, 2003) contrôlent le bourgeonnement vésiculaire en 

stabilisant probablement la courbature membranaire. Si les complexes COPI/II sont 

impliqués dans la formation des vésicules naviguant entre le ER et l’appareil de Golgi 

(Lee et al., 2004a), la clathrine recouvre quant à elle les vésicules naissant du Golgi, 

de la membrane plasmique ou encore du réseau endosomal (Rodriguez-Boulan et al., 

2005). En fonction du compartiment cellulaire considéré et de sa composition 

lipidique, la clathrine s’associe à des protéines hétéromériques formant des 

complexes adaptateurs (AP) différents, AP1, AP2, AP3 ou AP4 (McMahon and 

Mills, 2004a). Comme nous l’avons déjà mentionné, le complexe AP1 lie 

préférentiellement aux membranes trans-golgiennes en raison de leur enrichissement 

en PI4P (Wang et al., 2003) tandis que AP2 préfèrera les zones concentrées en 

PI(4,5)P à la membrane plasmique (Collins et al., 2002). La caveoline, quant à elle, 

définit un type de vésicule présentant une composition caractéristique des rafts, et 

favorise la courbature membranaire en concentrant localement le cholestérol (Murata 

et al., 1995). Contrairement aux autres types de protéines impliquées dans le 

transport, la caveoline est en permanence associée à la membrane et participe au 

transport de protéines cargo entre différents compartiments : ER, Golgi, membrane 

plasmique et enfin caveosome, un compartiment endosomal enrichis en caveoline qui 

serait partiellement connecté avec le compartiment endosomal précoce (Nichols, 

2002b; Pelkmans et al., 2004).  

 

 La formation des vésicules mantelées de clathrine 
Un événement dynamique 

Hexamère constitué de trois chaînes polypeptidiques de 180kDa et de trois 

chaînes plus légères de 35kDa, la clathrine arbore une structure caractéristique en 
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triskélion. Son association à la membrane dépend de sa liaison à d’autres protéines 

comme les complexes AP1-4 ou d’autres tels AP-180 ou disabled-2 (McMahon and 

Mills, 2004b). Une fois qu’un assemblage de 30 à 40 triskélion de clathrine s’est 

formé à la membrane, l’évolution de ce dernier dépend de la présence de cargo 

protéique dans le puit naissant (Ehrlich et al., 2004). En absence de cargo, 

l’assemblage se désorganise rapidement. En présence de cargo, l’assemblage de 

clathrine est par contre stabilisé et l’invagination de la membrane croit au fur et à 

mesure que de nouveaux triskélion sont ajoutés aux complexes. Une fois pleinement 

formée, la vésicule mantelée de clathrine est alors libérée de la membrane par 

l’activité de la dynamine (Keyel and Traub, 2004; Kirchhausen, 2000; McMahon and 

Mills, 2004a). L’ensemble de ce processus durerait environ une minute (Keyel and 

Traub, 2004; Ehrlich et al., 2004). 

 
Le recrutement des cargos : le cas de AP2 

Le recruitement des cargos protéiques semble donc constituer un évènement 

essentiel à la maturation de la vésicule recouverte de clathrine (Ehrlich et al., 2004). 

A la membrane plasmique, différentes protéines auraient donc un rôle d’adapteur 

entre les protéines cargos et le réseau de clathrine recouvrant les puits invaginés 

(Motley et al., 2003). Parmi ces adapteurs, le complexe AP2 est certainement celui 

ayant été le plus étudié. Il a été impliqué dans le recrutement et l’internalisation de 

diverses protéines présentes à la surface membranaire dont différents type de 

récepteurs, GPCR mais aussi récepteurs à activité tyrosine kinase ou à la transférine 

(Laporte et al., 1999; Nesterov et al., 1995a; Sorkin et al., 1996a). Comme évoqué 

précédemment, le recrutement de AP2 à la membrane est dépendant de la présence de 

PI(4,5)P sans lesquels l’efficacité de l’adapteur semble restreinte (Honing et al., 

2005). Essentielle au recrutement et à la reconnaissance des cargos, la sous unité µ2 

lie les PI(4,5)P ainsi que différents motifs peptidiques concensus, dileucine, NPXY 

ou YXXφ (Owen and Evans, 1998). La mutation de la tyrosine 322NPLIY du β2AR ou 

de son motif di-leucine 339LL altère ainsi son internalisation en présence d’agoniste 

(Barak et al., 1994; Gabilondo et al., 1996; Gabilondo et al., 1997). En dehors de ces 

motifs concensus, µ2 reconnaît des groupes d’arginines. La mutation d’un tel motif 



 

 102 

dans le cas du récepteur α1b-adrénergique inhibe également son internalisation 

(Diviani et al., 2003).  

A l’état basal, l’affinité de AP2 pour les séquences de type NPXY ou YXXφ est 

faible et différents éléments peuvent l’augmenter : les PI(4,5)P [PI(4,5)P et 

PI(3,4,5)P] évidemment, mais aussi la liaison de l’adapteur à la clathrine (Rapoport et 

al., 1997). D’autres protéines paraissent également accroître l’affinité d’AP2 pour les 

cargos, la βarrestine évidemment qui lie la sous unité β2 de AP2 (Laporte et al., 

2000) mais aussi d’autres protéines, telles eps15 ou epsin (Benmerah et al., 1998; 

Aguilar and Wendland, 2005; Legendre-Guillemin et al., 2004).  

 
Différentes voies d’endocytose dépendantes de la clathrine 

Bien qu’AP2 constitue un élément important dans l’endocytose des protéines 

présentes à la membrane plasmique, il n’en est pas pour autant irremplaçable. 

L’inhibition de son expression à l’aide de RNAi n’altère ainsi que partiellement 

l’internalisation dépendante de la clathrine du récepteur de l’EGF ou des LDL 

(Motley et al., 2003). Ces résultats sont également consistants avec l’absence d’effet 

de la délétion du signal YXXφ de l’EGFR (Nesterov et al., 1995b; Sorkin et al., 

1996b) ou de la mutation de la sous unité µ2 sur l’internalisation de ce dernier 

(Nesterov et al., 1995c). Dans l’ensemble, ces observations alimentent l’idée que 

différents adapteurs protéiques peuvent participer au recrutement des protéines cargos 

et qu’il existe fort probablement plusieurs voies d’endocytose dépendantes de la 

clathrine (Motley et al., 2003; Cao et al., 1998). 

 

L’internalisaiton dépendante des rafts et/ou des caveolaes 

Contrairement à la voie dépendante de la clathrine, les mécanismes associés à 

l’internalisation par l’intermédiaire des rafts ou des caveolaes sont nettement moins 

bien définis (Pelkmans and Helenius, 2003; Nabi and Le, 2003; Nichols, 2003b). 

Différentes données supportent l’idée qu’en dehors de la présence de la caveoline, ces 

deux voies jouent des rôles similaires (Pelkmans and Helenius, 2003; Damm et al., 

2005; Di Guglielmo et al., 2003) et favorisent, dans les deux cas, l’accumulation des 

cargos au niveau du caveosome (Damm et al., 2005). La présence de la caveoline 
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semble néanmoins ralentir la dynamique du processus d’internalisaiton en stabilisant 

la vésicule naissante à la membrane, la fameuse caveolae (Damm et al., 2005; Nabi 

and Le, 2003). Nécessitant la réorganisation du cytosquelette et divers processus de 

phosphorylation (Pelkmans and Helenius, 2003; Pelkmans et al., 2002), 

l’internalisation par l’intermédiaire des caveolaes serait donc un événement plus 

contrôlé que celle ne dépendant que des rafts (Nabi and Le, 2003).  

 

L’idée qu’une population de récepteur membranaire puisse utiliser en parallèle 

la voie d’internalisation des clathrines et/ou celle dépendante des rafts/caveolaes en 

fonction de ses partenaires protéiques a été illustrée à plusieurs reprises au cours des 

dernières années (Chen and De Camilli, 2005; Di Guglielmo et al., 2003; Puri et al., 

2005; Rapacciuolo et al., 2003; Sigismund et al., 2005; Stoddart et al., 2005). Ajouté 

au contrôle différentiel de ces voies d’internalisation par des kinases régulant par 

ailleurs, divers types de récepteurs (GPCR, RTK...etc) (Pelkmans and Zerial, 2005; 

Pelkmans et al., 2005), ces données supportent l’existence d’un lien entre la 

spécificité des voies de transport d’un récepteur et son association à des complexes 

protéiques particuliers.  Des données récentes concernant le récepteur de l’EGF 

suggèrent que le phénomène d’ubiquitination constitue l’interface entre transport et 

signalisation (Chen and De Camilli, 2005; Sigismund et al., 2005) (Fig 23).  

 

La régulation de l’internalisation par le phénomène d’ubiquitination 

En présence d’EGF, l’EGFR va induire le recrutement à la membrane de 

différentes protéines dont src (Mineo et al., 1999) et la E3 ubiquitin ligase cbl (Stang 

et al., 2004). Comme src (Wilde et al., 1999), l’activité ubiquitin ligase de Cbl a été à 

plusieurs reprises impliquées dans l’internalisation du récepteur de l’EGFR (de 

Melker et al., 2004a; de Melker et al., 2004b; Levkowitz et al., 1998; Waterman et al., 

1999). En plus de participer à l’internalisation de l’EGFR, Cbl catalyserait la multi-

monoubiquitination du récepteur (Haglund et al., 2003; Stang et al., 2004). La 

présence de l’EGF conduirait en outre à stimuler la monoubiquitination de plusieurs 

protéines impliquées dans la régulation de l’endocytose des récepteurs, eps15, epsin  

ou encore Hrs (Klapisz et al., 2002; Raiborg et al., 2003; van Delft et al., 1997).  



 

 104 

 

 
Figure 23. Implication de la voie d’internalisation Raft/caveolae dans la dégradation du récepteur de l’EGF. 

A basse concentration de ligand, le récepteur internalise essentiellement par la voie de la clathrine et recycle 

ensuite vers la membrane plasmique. En présence de concentrations élevées d’EGF, le récepteur va en outre 

internaliser par une voie dépendante des rafts/caveolaes (Sigismund et al., 2005). Son activation et son 

autophosphorylation au niveau de Y1045 induit sa liaison directe à la E3-ligase Cbl (Grovdal et al., 2004) et son 

ubiquitination (Haglund et al., 2003). La protéine eps15 lie alors le récepteur par l’intermédiaire de ses 

groupements ubiquitine et participe à son endocytose. La liaison de Eps15 à l’ubiquitin inhibe sa liaison à la 

clathrine. Dans le cas de l’internalisation dépendante de la clathrine, les propriétés de liaisons des protéines Cbl et 

Eps15 au récepteur diffèrent : Cbl lierait le récepteur par son domaine RING tandis que Eps15 ne le lierait par 

directement (de Melker et al., 2004a; de Melker et al., 2004b). 



 

 105 

L’ensemble de ces protéines présentant des domains UIM de liaison à l’ubiquitine 

(Polo et al., 2002), leur implication dans la reconnaissance des cargos protéiques a 

rapidement mené à l’hypothèse que l’ubiquitination des récepteurs constituait un 

signal d’internalisation (Hicke, 2001a; Raiborg et al., 2003). La nature de la voie 

d’internalisation de ces cargos ubiquitinés est néanmoins l’objet d’intenses débats. 

Comme dans le cas du récepteur Ste2 de la levure (Hicke and Riezman, 1996), 

l’internalisation de l’EGFR ubiquitiné a longtemps été considéré dépendant de la 

clathrine (Stang et al., 2004; Raiborg et al., 2002; Haglund et al., 2003; Le Roy and 

Wrana, 2005). Des données récentes supportent pourtant clairement l’idée que ces 

récepteurs ubiquitinés n’internaliserait pas selon un mécanisme dépendant de la 

clathrine, mais plutôt par l’intermédiaire d’une voie dépendante des rafts ou des 

caveolaes (Chen and De Camilli, 2005; Sigismund et al., 2005). Les propriétés de 

liaison des protéines epsin et eps15 à l’ubiquitine serait cruciales dans ce processus. 

En liant l’ubiquitine, ces protéines ne effectueraient plus un rôle d’adapteur vis à vis 

des protéines des puits recouverts de clathrine (Chen and De Camilli, 2005). Au 

contraire, elles inhiberait le recrutement de l’EGFR ubiquitiné vers la voie impliquant 

la clathrine (Chen and De Camilli, 2005; Sigismund et al., 2005) et favoriseraient son 

internalisation par une voie dépendante des rafts/caveolaes et sa dégradation 

subséquente (Fig 23). Les données de Sigismund et al. montrent néanmoins 

clairement que ce phénomène n’interviendrait qu’à de hautes concentrations d’EGF 

(10-100 ng/ml). A basse concentration de ligand (1ng/ml soit 0,2nM), l’absence 

d’ubiquitination du récepteur conduirait à son internalisaiton par une voie dépendante 

de la clathrine (Sigismund et al., 2005). L’ubiquitination des protéines cargos 

déterminerait donc leur internalisation par une voie alternative à la clathrine 

aboutissant à leur dégradation. Si l’ubiquitination des récepteurs membranaires a été 

associé à leur dégradation dans de nombreux cas (Raiborg et al., 2003) depuis 

plusieurs années, l’implication des caveolaes et des rafts dans ce processus est 

relativement récente et n’est encore supporté directement que par de rares 

publications (Chen and De Camilli, 2005; Di Guglielmo et al., 2003; Sigismund et al., 

2005). Cependant, l’association aux rafts des E3 ubiquitin ligase, Cbl et Nedd4 

(Lafont and Simons, 2001) ou Smurf2 (Di Guglielmo et al., 2003) et leur implication 
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dans l’ubiquitination de nombres de récepteurs également associés aux 

rafts/caveolaes, l’EGFR (Mineo et al., 1996; Mineo et al., 1999), le CXCR4 

(Marchese et al., 2003; Manes et al., 2000) ou le TNFR (Muppidi et al., 2004) par 

exemple, sont des arguments appuyant cette hypothèse. Il sera ainsi intéressant dans 

l’avenir d’évaluer si cette notion peut s’appliquer à un plus large spectre de récepteurs 

membranaires, en commençant notamment par ceux pour lesquelles des voies 

d’internalisation alternatives à la seule voie de la clathrine ont été décrites (Chen and 

Davis, 2002; Rapacciuolo et al., 2003; Stoddart et al., 2005; Allen et al., 2005; Hynes 

et al., 2004a; Raposo et al., 1989).  

 

Le phénomène de fusion membranaire 

Quelle que soit la machinerie protéique assurant la formation de la vésicule 

membranaire, celle-ci va à l’issu de son transport, fusionner avec la membrane d’un 

compartiment cible. Comme le bourgeonnement vésiculaire, ce phénomène est 

étroitement régulé.  

 

La machinerie de fusion membranaire 

La machinerie moléculaire supportant ce phénomène de fusion repose en 

grande partie sur les protéines SNARE (Chen and Scheller, 2001). In vitro, ces 

protéines sont à elles seules en mesure d’assurer la fusion de liposomes membranaires 

(Bock and Scheller, 1999) en interagissant par des liaisons de types super-hélicoïdales 

d’une grande promiscuité. In vivo, l’interaction entre les différentes protéines 

SNAREs est par contre beaucoup plus spécifique et les partenaires d’interaction d’un 

couple de SNARE donné présentent une localisation très précise au sein des cellules 

(McNew et al., 2000).   
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Figure 24. Méchanisme de fusion membranaire lors de l’exocytose des neurotransmetteurs. 

 Ce phénomène se déroule en quatre étape : arrimage, amorçage, assemblage et fusion. L’arrimage va être assurer 
par une machinerie complexe comprenant entre autres, les protéines Rim et Sec6/Sec8/Exo70 qui constitue 
l’exocyste (Bowser et al., 1992; Hsu et al., 1999)L’exocyste semble présenter une association membranaire 
préférentielle avec les zones membranaires de type raft. A ce stade, la syntaxin est liée à Munc18 dans une 
conformation inactive. L’étape d’amorçage du processus de fusion est dépendante de l’activité de la protéine G 
monomérique Rab3 et s’accompagne d’une dissociation de Munc18 de la Syntaxin qui s’associe alors à Munc13. 
L’étape d’assemblage consiste en la formation du triple complexe SNAP25/Syntaxin/VAMP relié par 
l’intermédiaire de quatre domaine zipper de leucine ou coiled coil. Il a été proposé que ces complexes se 
localisaient préférentiellement au niveau de structure rafts (Lafont et al., 1999). Lorsque la concentration en 
calcium augmente, le domaine C2B de la synaptotagmine peut alors lier les PI(4,5)P2 et induire le phénomène de 
fusion membranaire (Brunger, 2001). Les protéines de la membrane vésiculaire se localisent alors au niveau de la 
membrane plasmique. La protéine AAA ATPase NSF et son co-facteur SNAP qui favorisent l’étape d’assemblage 
du triple complexe SNARE, moduleraient également son désassemblage et par la même le recyclage de VAMP et 
synaptotagmine. Cette étape de recyclage est probablement dépendante des puits recouverts de clathrine et assure 
le renouvellement du pool vésiculaire. 
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Un nombre important de protéines participent ainsi au contrôle de la spécificité 

des interactions et de la localisaiton des SNARE (Brunger, 2001). Parmi eux, les 

protéines G de type rab (Zerial and McBride, 2001) et la protéine NSF et son co-

facteur SNAP (Whiteheart and Kubalek, 1995) jouent des rôles essentiels. Comme les 

SNAREs, les différentes protéines rab arborent une localisation cellulaire très 

spécifique, déterminant leur fonction (Zerial and McBride, 2001). Les protéines NSF 

et SNAP semblent quant à elles impliquées dans la régulation de divers phénomènes 

de fusion membranaire (transport vésiculaire intracellulaire [Revue par (Rothman, 

1994; Whiteheart and Kubalek, 1995)], sécrétion de neurotransmetteurs (Brunger, 

2001), dé-granulation dans les neutrophiles (Matsushita et al., 2003) ou au niveau des 

épithélia intestinaux, réaction acrosomale du spermatozoïde…etc) s’effectuant en des 

compartiments distincts des cellules. Leur rôle est de moduler la dynamique de 

l’interaction en trans des SNARE présents au niveau de la membrane cible (ex : 

SNAP25 et STX1 dans le cas de la libération des neurotransmetteurs), et du SNARE 

présent au niveau de la membrane vésicule, VAMP. Ce faisant, SNAP et NSF 

régulent non seulement la formation de ce complexe durant l’étape d’attachement ou 

de priming vésiculaire, mais également la dissociation du complexe VAMP/SNAP25/ 

STX1, à l’issu de la fusion (Littleton et al., 1998) (Fig 24). Cette dernière étape est 

importante dans la maintenance de l’asymétrie membranaire et le recyclage des 

SNAREs vésiculaires.  

 

La protéine NSF 

La plupart des activités cellulaires connues de NSF semblent dépendantes de 

son activité ATPasique (Whiteheart and Matveeva, 2004). Comme d’autres AAA 

ATPases, telles que P97/Cdc48 (une protéine initialement impliquée dans la 

régulation des fusions membranaires homologues), elle présente deux domaines de 

liaison à l’ATP (Brunger and DeLaBarre, 2003) incluant des motifs conservés Walker 

A/ Walker B (Walker et al., 1982) caractéristiques des protéines de la famille ABC 

(Fig 25).  
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Figure 25. Représentation de l’organisation moléculaire de la protéine NSF. 

Organisée en hexamère, chaque monomère présente un domaine N-terminal essentiel à la liaison de nombreux 
partenaires, dont SNAP et deux domaines ATPasique D1 et D2. Le domaine D1 est essentiel à la fonction de 
chaperonne moléculaire de NSF tandis que le domaine D2 est impliqué dans l’hexamérisation de la protéine. 
Contrairement au domaine D1, le domaine D2 présente une activité ATPasique très limitée (Whiteheart and 
Matveeva, 2004). 

 

 

Si l’intégrité du domaine D2 détermine l’héxamérisation de NSF, l’activité 

ATPasique du domaine D1 est essentielle à sa fonction de chaperone. Sa liaison à 

SNAP lorsqu’il est associé aux SNARE stimule l’activité ATPasique du domaine D1 

(Fig. 25) et les changements conformationnels en découlant. La modulation de ce 

phénomène par l’intermédiaire de mécanismes de phosphorylation par PKC 

(Matveeva et al., 2001) ou des tyrosines kinases de la famille src (Huynh et al., 2004), 

ou de nitrosylation (Matsushita et al., 2003) (Fig. 25) positionne NSF comme la cible 

potentielle de différentes voies de signalisation (Morgan and Burgoyne, 2004). Sa 

phosphorylation par PKC (S236) ou src (Y83) inhibe sa liaison au complexe 

SNARE/SNAP et en conséquence la sécrétion vésiculaire, en altérant principalement 

le renouvellement du pool vésiculaire (Matveeva et al., 2001) (Fig 26). La 

nitrosylation de NSF, au niveau de ses résidus C21, C91 et C264, module par contre 

l’activité ATPasique de la protéine (Matsushita et al., 2003; Morrell et al., 2005). 

Jusqu’à présent, ces modifications post-traductionnelles ont été impliquées dans la 

modulation de la fonction de NSF au cours de la dé-granulation des cellules 

hématopoïétiques (Huynh et al., 2004; Matsushita et al., 2003) ainsi que dans la 

modulation du transport du récepteur GluR2 en réponse à la stimulation du récepteur 

ionotropique au NMDA dans les neurones (Huang et al., 2005). 
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Figure 26. Méchanisme d’action de NSF au cours du désassemblage du complexe SNARE et les phénomènes le 
régulant.  

A l’issu de la liaison de SNAP au triple complexe SNAP25/VAMP/Syntaxin, NSF le lie. Ayant à la fois un rôle de 
facteur d’échange ATP et d’activateur de l’ATPase de NSF, cette liaison mène au désassemblage du triple 
complexe initial. Dissociée de ses homologues membranaires, VAMP peut alors être recyclé par la voie des puits 
de clathrine. La phosphorylation de NSF au niveau de S236 par PKC ou de Y83 par les protéines tyrosines kinases 
de la famille Src va inhiber la capacité de liaison de NSF à SNAP. Sa nitrosylation va par contre moduler l’activité 
ATPasique de son domaine D1. 
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Le contexte cellulaire semble être largement favorable à la formation de 

complexes protéiques multimériques impliquant les différents acteurs de la 

signalisation. C’est cependant grâce à une extrême compartimentation et au 

développement de mécanismes de régulation dynamiques des interactions protéiques 

que la composition précise de ces complexes paraît garantie. Les rafts et les 

mécanismes de contrôle des interactions protéiques par l’intermédiaire de protéines 

chaperones, par exemple ou de modifications post-traductionnelles, telles que 

l’ubiquitination, semblent donc concourir à la spécificité de ces complexes. Au-delà 

de la spécificité, ces différents mécanismes cellulaires devraient en théorie également 

influencer l’efficacité de la transduction du signal. C’est à cette première 

problématique générale que nous nous sommes intéréssés dans ce travail par 

l’intermédiaire de deux GPCR différents, le récepteur β2-adrénergique et le récepteur 

GABAB.  

Localisés de manière concomitante à ses partenaires de signalisation dans des 

microdomaines membranaires de type rafts, le récepteur β2-adrénergique apparaissait 

comme un modèle pertinent pour déterminer les répercussions de la co-

compartimentation membranaire sur l’efficacité de signalisation d’un récepteur à 

7TM.  

La fonctionalité du récepteur GABAB étant strictement dépendante de son 

hétérodimérisation, son interaction potentielle avec la protéine NSF -une chaperone 

régulant classiquement les interactions protéiques- offrait un modèle doublement 

intéressant en raison de la modulation potentielle par NSF de l’intégrité de 

l’hétérodimère ou des complexes de signalisation lui étant associés. Dans tous les cas, 

le récepteur GABAB semblait approprié pour l’étude des conséquences de la 

modulation des complexes sur l’efficacité de transfert du signal.  

 

A l’instar des protéines chaperones comme NSF, les modifications post-

traductionnelles semblent jouer un rôle important dans la régulation dynamique des 

complexes de signalisation. L’ubiquitination est à ce titre particulièrement 

intéressante en raison de sa capacité à contrôler à la fois les interactions protéiques 

mais aussi, le transport et la dégradation des protéines ubiquitinées. Son influence 
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émergeante dans la fonction de la protéine adaptatrice βarrestine et dans la 

détermination des capacités de liaison de cette protéine, la positionne ainsi comme un 

phénomène clef de la régulation de l’activité d’une majorité de GPCR. De manière 

très intéressante, l’ubiquitination de la βarrestine va néanmoins être étroitement 

dépendant de la nature du récepteur induisant sa translocation à la membrane. 

Transitoire dans le cas des récepteurs de classe A comme le β2AR, elle devient en 

revanche persistante dans le cas des récepteurs de classe B comme le V2R. Ces 

observations soulignent donc l’existence hypothétique d’une relation étroite entre la 

dynamique de l’ubiquitination de la βarrestine et ses capacités d’interaction 

fonctionnelles, non seulement vis à vis des récepteurs, mais également vis à vis de la 

trentaine de ses partenaires protéiques potentiels n’appartenant pas à la famille des 

GPCR. C’est donc dans l’optique d’étudier ce lien que nous avons développé une 

méthode nous permettant de suivre en temps réel et dans des cellules vivantes, à la 

fois la dynamique de l’ubiquitination de la βarrestine, mais aussi l’évolution de son 

interaction avec des partenaires potentiels. Afin d’établir la faisabilité de cette 

méthode reposant sur la technologie du transfert d’énergie par résonnance de 

bioluminescence ou BRET, nous avons étudié l’influence de l’activation des 

récepteurs β2AR ou V2R sur le statut d’ubiquitination de la βarrestine tout en suivant 

l’évolution de la translocation de la βarrestine au récepteur, dans le cas du V2R.   

 

L’objet de ce dernier chapitre d’introduction sera donc de présenter les 

propriétés physiologiques et moléculaires de chacun des trois récepteurs étudiés dans 

cette thèse, c’est à dire les récepteurs β2-adrénergique, V2-vasopressine et GABAB. 

Nombres des caractéristiques des deux premiers récepteurs ayant été évoquées au 

cours des premiers chapitres de cette introduction, nous n’en ferons qu’une 

présentation relativement brève et ciblée. La littérature concernant le récepteur 

GABAB sera néanmoins envisagée plus en détail en raison non seulement de son 

clonage plus récent, mais aussi de l’intérêt de ces informations vis à vis de l’analyse 

des résultats présentés dans la publication n°2. 
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 LES TROIS RÉCEPTEURS MODÈLES 

LE RÉCEPTEUR β2-ADRÉNERGIQUE 

La conservation de l’homéostasie d’un organisme est essentielle dans un 

environnement en perpétuel changement. Le système nerveux sympathique joue un 

rôle essentiel dans cette adaptation. Les réponses métaboliques et physiologiques au 

système sympathique sont médiées par l’action des cathécolamines, la noepinéphrine 

et l’épinéphrine, à travers leur liaison aux récepteurs adrénergiques. En fonction de 

leurs propriétés pharmacologiques, les récepteurs adrénergiques peuvent être répartis 

en trois sous-familles distinctes, les récepteurs α1, α2 et β-adrénergiques (Barki-

Harrington et al., 2004).  

Les tissus cardiaques expriment à la fois les récepteurs α1 et β-adrénergiques. 

Néanmoins, ce sont les récepteurs β-adrénergiques qui participent principalement au 

contrôle et à la régulation des fonctions cardiaques. On distingue trois sous-types de 

récepteurs β-adrénergiques, les récepteurs β1-, β2- et β3-adrénergiques (β1AR, β2AR 

et β3AR), mais ce sont les isotypes β1AR et β2AR qui sont principalement exprimés 

dans le coeur à un ratio d’environ 80-20, respectivement (Rockman et al., 2002). 

Signalisation  

Chacun de ces deux récepteurs présente un couplage préférentiel à la protéine 

Gs qui conduit à l’activation de l’adénylate cyclase (AC) et subséquemment de la 

PKA. Cette stimulation de la kinase serait un élément déterminant dans l’activation 

des canaux calciques de type L et de la régulation de la contractilité cardiaque par les 

β-adrénergiques (Barki-Harrington et al., 2004; Steinberg and Brunton, 2001). La 

voie AMPc semble être la cascade de signalisation dominante des récepteurs β-

adrénergiques, néanmoins leur efficacité de couplage vis à vis de l’AC diffère 

considérablement (Steinberg and Brunton, 2001). Qu’il s’agisse de la souris (Xiang et 

al., 2002a) ou du rat (Rybin et al., 2003), la part du β1AR dans l’augmentation de 

l’AMPc intracellulaire est  
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Figure 27. Séquence du récepteur β2AR.  

Différents sites de régulation importants sont présentés sur cette figure. Les sites de glycosylation du récepteur 
sont indiqués en rose pâle. Le motif NPXXY en turquoise. Le site de palmytilation au niveau de la C341 du 
récepteur.  Les sites PKA en orange sont indiqués par une *. Les sites de phosphorylation GRK (2 et 5) sont mis 
en évidence en jaune. Les sites spécifiques de GRK5 sont indiqués par §. Le résidus Y350 phosphorylé par le 
récepteur à insuline est indiqué en fushia (Valiquette M 1995 EMBO; Wang HY 2000 JBC). Le motif de 
reconnaissance PDZ c-terminal DSLL (entouré en orange) est impliqué dans la reconnaissance de NHERF. Les 
résidus D410 et L413 (en violet) sont essentiels à son interaction. La mutation de nul de ces quatres résidus n’altère 
la liaison du récepteur à la AAA ATPase NSF (Cong et al., 2001). Seule la délétion du motif PDZ inhibe cette 
interaction.  
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nettement supérieure à celle du β2AR. Indépendamment de sa plus faible expression 

par rapport au β1AR, le couplage à l’AC du β2AR semble beaucoup plus régulé. 

Reflétant ce contrôle étroit, l’augmentation de la concentration cytosolique d’AMPc 

en réponse au β2AR s’effectue dans des zones très précises des cellules cardiaques 

(Zaccolo and Pozzan, 2002).  

Cette régulation de l’activité du β2AR pourrait être dépendante de sa capacité 

de couplage à la protéine Gi (Xiao et al., 1995; Abramson et al., 1988) dans le cœur. 

Ce changement d’affinité vis à vis de Gi résulte de la phosphorylation du β2AR par 

PKA  (Daaka et al., 1997) au niveau de ses S345/346 (Moffett et al., 1993). Si comme 

nous l’avons évoqué, β1AR peut également faire l’objet d’une régulation similaire vis 

à vis de son couplage à Gi (Martin et al., 2004), elle n’interviendrait pas dans le 

contexte cardiaque (Steinberg and Brunton, 2001).  

Le couplage du β2AR à la protéine Gi a donc été impliqué dans la régulation de 

la contractilité cardiaque (Xiang et al., 2002a; Xiang and Kobilka, 2003). Néanmoins, 

le rôle de la protéine Gi dans la limitation de l’augmentation d’AMPc par le β2AR 

semble beaucoup plus contesté (Rybin et al., 2003; Zhou et al., 1997). Si l’AMPc 

détermine fortement le niveau de contractilité cardiaque, cette dernière ne semble pas 

nécessairement constitué un reflet fidèle des processus de couplage du récepteur à 

l’AC. 

 

Compartimentation membranaire 

Autre hypothèse ayant été proposée pour rationaliser les différences de 

couplage à l’AC des récepteurs β1AR et β2AR, est la compartimentation membranaire 

différentielle de ces deux récepteurs dans les cardiomyocytes. En accord avec cette 

idée, le β2AR a été localisé en système hétérologue (Schwencke et al., 1999), comme 

dans les cardiomyocytes (Ostrom et al., 2001; Rybin et al., 2000; Xiang et al., 2002a), 

dans des structures caveolae et semble co-immunoprécipiter avec la caveoline 

(Ostrom et al., 2001; Rybin et al., 2000; Xiang et al., 2002a). Les données 

pharmacologiques appuient en outre l’idée que la distribution préférentielle du β2AR 
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dans les caveolaes soit à la source de son couplage restreint à l’AC en comparaison 

du β1AR. En effet, la déplétion en cholestérol par l’intermédiaire de la filipine ou de 

la cyclodextrine, conduit à une augmentation de l’efficacité de couplage du récepteur 

β2AR (Rybin et al., 2000; Rybin et al., 2003; Xiang et al., 2002a) tandis qu’elle ne 

semble pas influencer l’activité du β1AR (Rybin et al., 2000). L’analyse de la 

distribution du β1AR à l’état endogène dans les cardiomyocytes de rat, suggère 

d’ailleurs que la population de récepteur localisé dans les caveolaes, soit nettement 

inférieure à celle du β2AR (Rybin et al., 2000).  

De manière consistante avec l’idée que la compartimentation du β2AR soit 

essentielle au contrôle de son efficacité de couplage à l’AC, la délétion d’un motif de 

reconnaissance de domaine PDZ, présent dans sa queue c-terminale, 

s’accompagnerait de son augmentation de couplage à la voie d’AMPc (Xiang and 

Kobilka, 2003).. En outre, cette activité du récepteur mutant serait nettement moins 

influencée par un traitement de déplétion en cholestérol membranaire à la filipin que 

son homologue sauvage (Xiang et al., 2002a; Xiang and Kobilka, 2003). Ces résultats 

suggérent que la liaison à ce niveau de protéines, telle que NHERF, puisse être 

importante dans le contrôle de la compartimentation et dans la régulation de l’on 

activité du β2AR. La capacité d’interaction de NHERF et d’une protéine liant à la fois 

le cytosquelette mais également la PKA, l’ezrin (Bretscher et al., 2002b; Hall et al., 

1998), pourrait ainsi être responsable de l’importance du motif PDZ du β2AR. 

L’absence de compartimentation précise dans la cellule du récepteur, pourrait en 

outre conduire à une altération de son couplage à la phosphodiestérase PDE4 limitant 

l’augmentation d’AMPc en réponse à la stimulation du β2AR dans le cœur (Xiang et 

al., 2005; Baillie et al., 2003; Perry et al., 2002).  

 

 L’ensemble de ces données suggèrent que la régulation précise de la 

signalisation complexe du β2AR est dépendante de sa compartimentation 

membranaire. Cette hypothèse très attrayante se heurte néanmoins à l’observation 

d’une co-compartimentation du récepteur et de ses partenaires de signalisation dans 

les caveolaes, les protéines Gs, Gi, l’AC, la PKA (Chang et al., 1994; Oh and 

Schnitzer, 2001; Razani et al., 1999; Rybin et al., 2000). Il est très intéressant de 
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s’arrêter quelques lignes sur la nature des expériences ayant conduit à ces 

observations de co-compartimentation. Comme nous l’avons vu dans le chapitre 

précédent d’introduction, les différentes méthodes biochimiques de purification des 

rafts/caveolaes, ne permettent vraisemblablement qu’une piètre résolution quant à la 

diversité des microdomaines de type rafts présents dans les cellules.  L’ensemble des 

données soutenant l’hypothèse d’une co-distribution du β2AR et de ses partenaires de 

signalisaiton dans les caveolae ou les rafts (Rybin et al., 2000; Schwencke et al., 

1999; Xiang et al., 2002a) reposent sur la seule technique de Song (Song et al., 1996). 

Ainsi, les résultats de co-compartimentation apparente pourraient ne résulter que d’un 

simple manque de résolution de cette technique de purification.  

 

Régulation de l’activité et désensibilisation 

La compartimentation basale des complexes de signalisation influence 

potentiellement l’efficacité de transfert de l’information entre les différents 

partenaires mis en présence. Néanmoins, l’association dynamique du β2AR à des 

protéines particulières est également essentiel à la régulation de son activité de 

couplage à la protéine Gs. Parmi elles on retrouve bien évidemment, les kinases GRK 

et la βarrestine. Comme nous l’avons vu précédemment, à l’issu de son activation, la 

conformation du récepteur est reconnu par une GRK qui vient alors phosphoryler ce 

dernier. Ce phénomène induit le recrutement de la βarrestine, décrit préalablement, 

mais également dans le cas de GRK2, le recrutement de la PI3K (Naga Prasad et al., 

2001). Cette dernière régulerait le phénomène d’internalisation du récepteur en 

favorisant le recrutement du complexe récepteur-βarrestine dans les puits recouverts 

de clathrine par le complexe adapteur AP2 (Naga Prasad et al., 2002) et ce de manière 

dépendante à son activité protéine kinase (Naga Prasad et al., 2005).  
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LE RÉCEPTEUR V2-VASOPRESSINE 

Comme les récepteurs V1a/b, le récepteur V2 lie la vasopressine (AVP) dont la 

libération contribue à réguler l’osmolarité sanguine. Exprimé spécifiquement dans le 

rein, il est couplé, à l’image du β2AR, à la protéine Gs (Laszlo et al., 1991). Le 

comportement du V2R se distingue néanmoins largement de celui du β2AR, par 

plusieurs points. Sa conformation active constitue un site de reconnaissance pour la 

protéine GRK5 dont l’activité kinase conduit à la phosphorylation des sérines 

S362/363/364 et à la désensibilisation fonctionnelle du récepteur (Innamorati et al., 1998). 

Cet événement de phosphorylation augmente l’affinité de la βarrestine pour le V2R 

qui arbore ainsi les propriétés des récepteurs de classe B (Oakley et al., 1999; Oakley 

et al., 2001). Au contraire du β2AR, de classe A, la désensibilisation du V2R 

s’accompagne de son internalisation et de sa rétention intracellulaire.  

 

Physiologiquement, le V2R semble dévoué à la régulation de l’expression à la 

surface apicale des tubes collecteurs, d’un canal à eau, l’aquaporine de type 2 

(AQP2). En présence d’AVP, la stimulation du récepteur active la PKA qui induit la 

translocation de l’AQP2 à la membrane plasmique en en phosphorylant le résidu S256 

(Fushimi et al., 1997; Katsura et al., 1997).  

De manière intéressante, les évènements de transport membranaire assurant la 

translocation de l’AQP2 semblent très similaires à ceux impliqués dans la 

translocation du Glut4 en réponse à l’insuline (Kanzaki and Pessin, 2003). A l’état 

basal, les deux protéines sont présentes, bien que dans des proportions différentes, 

dans des vésicules prêtes à fusionner avec la membrane plasmique. Reposant sur un 

mécanisme de fusion membranaire classique, la machinerie protéique assurant la 

translocation de ces vésicules et leur fusion à la membrane plasmique est tout à fait 

similaire à celle impliquée dans les processus d’exocytose des neurotransmetteurs ou 

encore de la dégranulation. La syntaxine 3, SNAP-23 et VAMP-2 seraient dans ce cas 

spécifiquement impliqués (Inoue et al., 1998; Brown, 2003; Ward et al., 1999). 

Finalement, l’observation que l’AQP2 s’associe avec des structures rafts pourrait 

également être réminiscente de l’implication de ces microdomaines dans la régulation 
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de l’expression de Glut4 par l’exocyste (Randhawa et al., 2004; Mastick and Falick, 

1997; Kanzaki and Pessin, 2003). Il est donc particulièrement intriguant d’observer 

que le V2R, un récepteur présent dans la membrane basolatérale des tubes collecteurs 

(une membrane qui est d’ailleurs dépourvu en théorie de microdomaines de type raft), 

semble en mesure de réguler par l’intermédiaire de la PKA la translocation d’une 

protéine au niveau de la face apicale de ces même structures. L’étroite 

compartimentation de la voie de l’AMPc qui semblait relativement de rigueur dans le 

cas du β2AR semble donc dans ce cas, a priori inopportune.  

 

 

LE RÉCEPTEUR GABAB 

Découvert en 1949 chez le tubercule (Steward GR, 2005), l’acide γ-amino-

butyrique (GABA) constitue un signal extracellulaire reconnu chez les bactérie 

(Belitsky and Sonenshein, 1999), les protistes (Ramoino et al., 2003), les plantes 

(Bouche et al., 2003) et les animaux (Owens and Kriegstein, 2002). Ses rôles 

physiologiques vont être variables, source d’azote chez les bactéries, il joue le rôle de 

chemo-attractant chez la paramécie (Ramoino et al., 2003) et les plantes chez qui il 

guide le développement des organes reproducteurs (Bouche et al., 2003). Ce rôle dans 

la reproduction semble également conservé chez les animaux puisqu’il y régule entre 

autres, la migration des cellules neuronales produisant l’hormone de relâche 

gonadotrophe (GnRH; (Heger et al., 2003)) et le processus de migration et de réaction 

acrosomale des spermatozoïdes (Murase and Roldan, 1996). Cette fonction de chemo-

attractant semble néanmoins s’étendre, dans ce cas, au delà du seul système 

reproducteur puisque le GABA module également la prolifération, la migration et la 

différentiation des cellules neuronales (Owens and Kriegstein, 2002). Premier 

neurotransmetteur inhibiteur à avoir été mis en évidence, le rôle du GABA dans la 

régulation de l’activité du système nerveux central reste de loin le plus documenté 

(Sudhof TC, 2005). Chez les animaux, différents types de récepteurs vont détecter la 

présence de GABA : des récepteurs de type ionotropique, GABAA et métabotropique 

GABAB. 
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Le récepteur GABAA est un canal permettant le passage d’ions chlore ou  

bicarbonate au travers de la membrane, en fonction de leur concentration respective 

de part et d’autres de cette dernière (Bormann, 2000). Ce sont des complexes 

pentamériques inhibés par la présence de biccuculine. Les récepteurs GABAA 

présentent néanmoins un variant pharmacologique, le GABAC, insensible à ce 

composé (Mehta and Ticku, 1999; Bormann, 2000). Globalement, ils sont impliqués 

dans les effets rapides du GABA et induisent dans les neurones matures une 

hyperpolarisation des cellules, inhibant leur activité. 

Le récepteur GABAB fait partie de la famille des GPCR. Caractérisé 

physiologiquement dès 1981 par son insensibilité à la biccuculine (Hill and Bowery, 

1981), ce n’est qu’en 1997 que le groupe de Bettler parvient à cloner un récepteur à 

7TM, le GBR1, liant le GABA avec une affinité inférieure de deux ordres de 

grandeurs par rapport au récepteur natif (Kaupmann et al., 1997). La présence d’un 

motif de rétention dans le ER dans la région c-terminale de ce récepteur inhibe en 

outre son expression à la surface cellulaire (Couve et al., 1998; Margeta-Mitrovic et 

al., 2000) en système hétérologue. Ces différences entre le GBR1 et le récepteur 

métabotropique natif du GABA ont conduit au clonage d’un second récepteur 

homologue au GBR1, le GBR2 (Jones et al., 1998; Kaupmann et al., 1998a; Kuner et 

al., 1999; White et al., 1998), permettant l’expression de GBR1 à la surface et la 

reconstitution d’un récepteur présentant des propriétés pharmacologiques similaires 

au récepteur natif.  L’ensemble de ces résultats supporte l’idée d’une hétéro-

dimérisation constitutive des récepteurs GBR1 et GBR2 à l’origine des propriétés 

physiologiques du récepteur GABAB (Fig 28). Cette hypothèse qui s’est révélée un 

élément charnière dans l’évolution du concept d’oligomérisation des GPCR (Bouvier, 

2001) a été confirmée par l’abolition de la réponse métabotropique au GABA dans 

des souris invalidées pour les gènes codant GBR1 ou GBR2 (Gassmann et al., 2004; 

Schuler et al., 2001). Les études menées sur l’expression au cours du développement 

des différents isoformes de GBR1 ou sur la localisation respective des sous unités 

GBR1 ou GBR2 illustrent une réalité physiologique allant néanmoins au delà de la 

seule hétéro-dimérisation des récepteurs GBR1 et GBR2. 
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Figure 28. Représentation des propriétés de transport à la membrane des récepteurs GBR1 et GBR2 dans des 
systèmes hétérologues. 

Exprimé seul, GBR1 ne parvient pas à la surface membranaire en raison de la présence d’un motif RXRR reconnu 
par les coatamères de type COPI qui favorise sa rétention dans le réticulum endoplasmique. GBR2 est quant à lui 
parfaitement autonome vis à vis de son transport vers la surface. Il n’est cependant pas en mesure de lier le GABA 
ou d’activer aucune voie de signalisation connue. Seule la co-expression des deux récepteurs permet l’expression à 
la surface du GBR1 et la reconstitution d’une pharmacologie similaire à celle observée dans des tissus natifs. Cette 
observation et la mise en évidence d’une interface de liaison de type coiled coil entre les deux récepteurs à conduit 
à l’hypothèse que l’hétérodimère GBR1/ GBR2 correspond au récepteur GABAB (Jones et al., 1998; Kaupmann 
et al., 1998a; Kuner et al., 1999; Nair et al., 2002; White et al., 1998). L’interface coiled coil permettrait le 
masquage du motif RXRR de GBR1 par GBR2 (Margeta-Mitrovic et al., 2000). Dans le contexte de 
l’hétérodimère, chacune des sous unités présente un rôle bien défini : GBR1 lie le GABA tandis que GBR2 permet 
le couplage à la protéine G (Galvez et al., 2001; Margeta-Mitrovic et al., 2001a). 

 

 

Distribution cellulaire au cours du développement 

Exprimés dans l’ensemble du système nerveux central et entre autres, au niveau 

des organes génitaux (He X 2003 J Rep Dev), les récepteurs GBR1 et GBR2 voient 

leur expression et leur distribution changer au cours du développement (Bischoff S 
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1999 J Comp Neuro). Dans les neurones, leur expression respective augmente au fur 

et à mesure du développement (Correa et al., 2004) et subit une re-localisation du 

corps cellulaire vers l’axone (zone pré-synaptique) puis les dendrites (zone post-

synaptique). Si les sites de liaison spécifiques GABAB se superposent globalement 

aux régions cérébrales co-exprimant GBR1 et GBR2 (Bischoff et al., 1999), ces deux 

récepteurs exhibent pourtant dans certains cas des expressions et des localisations 

distinctes  (Clark et al., 2000; Ng and Yung, 2001; Fritschy et al., 2004; Vernon et al., 

2001). L’ensemble de ces données suggère qu’en plus de leur implication dans la 

physiologie associée au GABABR dans le cadre de l’hétéro-dimère GBR1/GBR2, 

GBR1 et GBR2 présentent tout deux des rôles indépendants encore indéterminés. 

Le récepteur GBR1 présente deux isoformes majeurs, GBR1a et GBR1b, 

produits de deux transcrits différents et se distinguant par le nombre de domaines 

sushi qu’ils exhibent dans leur région extracellulaire (2 pour GBR1a et 1 pour 

GBR1b). L’expression respective de chacun de ces deux isoformes est également 

régulée au cours de la maturation du système nerveux. GBR1a est exprimé 

rapidement à l’issu de la naissance, se localisant au niveau pré-synaptique, tandis que 

GBR1b s’exprime plus tardivement au niveau post-synaptique (Fritschy et al., 1999; 

Kaupmann et al., 1998b). En outre, certains neurones ne vont exprimer que l’un ou 

l’autre de ces deux récepteurs. Les cellules granulaires de cervelet expriment 

principalement GBR1a tandis que les cellules de Purkinje n’expriment que GBR1b 

(Bischoff et al., 1999).  

 

Fonction physiologique 

En termes fonctionnels, deux grandes populations de récepteurs GABAB se 

distinguent par leur fonction et leur localisation pré- ou post-synaptiques. Qu’il 

s’agisse du néocortex (Luhmann and Prince, 1991) ou bien de l’hippocampe (Gaiarsa 

et al., 1995), les récepteurs pré-synaptiques deviennent actifs quelques jours après la 

naissance tandis que la mise en place des récepteurs.post-synaptiques n’intervient 

qu’une à deux semaines plus tard. Ces observations corrèlent, comme nous l’avons 
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vu, avec l’évolution de l’expression des récepteurs GBR1a et GBR1b (Fritschy et al., 

1999; Kaupmann et al., 1998b).  

Les propriétés pharmacologiques et les propriétés de couplage de ces deux 

populations de récepteurs GABAB vont ainsi se distinguer clairement (Dutar and 

Nicoll, 1988a). La population post-synaptiques semble essentiellement couplées 

aux canaux GIRK (Luscher et al., 1997) et contribue inhiber l’excitabilité synaptique 

(Dutar and Nicoll, 1988b; McCormick, 1989). La population pré-synaptique 

semble quant à elle couplée aux canaux calciques et régule l’exocytose des 

neurotransmetteurs dans les synapses GABAergique (autorécepteurs) ou sécrétant 

d’autres types de neurotransmetteurs (hétéro-récepteurs).  

Ces deux populations de récepteurs pré-synaptiques présentent néanmoins une 

sensibilité différentielle à la pertussis toxine (inhibiteur de la protéine Gi/o) et aux 

esters de phorbol (Dutar and Nicoll, 1988a; Thompson and Gahwiler, 1992). Chacune 

de ces populations est sensible aux esters de phorbol tandis que seul les auto-

récepteurs sont inhibés par la pertussis toxine. Ces données suggèrent donc que les 

mécanismes moléculaires associés à la régulation de l’exocytose par ces deux 

populations de récepteurs soient différents.  

Ces observations pourraient être réminiscentes du double rôle du GABABR, 

dans la régulation de l’exocytose. Il inhibe d’une part les canaux calciques par 

l’intermédiaire de son couplage à la protéine Gi/o (Strock and Diverse-Pierluissi, 

2004). Il inhibe d’autre part directement la machinerie de fusion membranaire 

(Capogna et al., 1996; Scanziani et al., 1992; Spafford and Zamponi, 2003; Wu and 

Saggau, 1997) par l’intermédiaire d’un mécanisme restant indéfini.  

 

Ce rôle du GABABR dans la modulation de l’exocytose des neurotransmetteurs 

reflète son implication dans la modulation de la sécrétion vésiculaire de manière plus 

large, qu’il s’agisse de la régulation de la réaction acrosomique du spermatozoïde 

(Murase and Roldan, 1996; Shi et al., 1997), de la sécrétion des hormones sexuelles 

(Ferreira et al., 1996; Heger et al., 2003) ou de celle des sucs gastriques (Piqueras and 

Martinez, 2004). Les mécanismes moléculaires impliqués dans ces aspects de la 

fonction physiologique du GABABR ont été nettement moins étudiés mais reposent 
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probablement sur une machinerie protéique similaire (Park et al., 2003; Tomes et al., 

2002). 

Transport membranaire 

La formation de l’hétéro-dimère GBR1/GBR2 est essentielle au transport à la 

surface de GBR1 (Kaupmann et al., 1998a; White et al., 1998) (Fig 28). L’une des 

interfaces de liaison entre les deux récepteurs réside au niveau d’une région contenue 

dans les portions c-terminales cytosoliques de chacun d’entre eux caractérisée par la 

répétition de motifs heptapeptidiques φXXφXXX, où φ correspond à un aa 

aliphatique. L’interaction de ces deux régions cytosoliques aboutit à la formation 

d’une structure superhélicoïdale de type coiled coil, parallèle (Kammerer et al., 1999) 

(Fig 29). La localisation du motif minimum de rétention endoplasmique RXRR de 

GBR1 (Margeta-Mitrovic et al., 2000) immédiatement en aval de sa région coiled coil 

a initialement placé la formation de cette structure au centre de la régulation du 

transport membranaire de GBR1. Dans ce modèle, la liaison des récepteurs GBR1 et 

GBR2 à l’issu de leur synthèse dans le réticulum endoplasmique conduirait à la 

formation de la structure superhélicoïdale qui permettrait le masquage du motif 

RXRR présent chez le GBR1. Un tel mécanismes assurerait ainsi le seul transport à la 

membrane de récepteurs hétérodimèriques actifs en terme de signalisation (Margeta-

Mitrovic et al., 2000).  

Il a récemment été proposé que la formation du coiled coil entre GBR1 et 

GBR2 ne serait pas strictement nécessaire au masquage du motif RXRR (Gassmann 

et al., 2005; Grunewald et al., 2002; Pagano et al., 2001). En revanche, la 

rigidification des c-terminaux de chacun des récepteurs à l’issu de la formation de la 

structure superhélicoïdale pourrait néanmoins positionner le motif RXRR à une 

distance de la membrane (Gassmann et al., 2005) inhibant le recrutement de 

l’hétérodimère par les protéines du complexe COPI, responsables du transport 

rétrograde entre le golgi et le ER.  
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Figure 29. Séquences et organisation des des récepteurs GBR1 et GBR2.  

a) Séquence détaillée de la queue c-terminale cytosolique de chacun de ces récepteurs. Les sites de 
phosphorylation potentiels pour PKC (recherche dans Phosphonet) sont indiqués en orange, le site de 
phosphorylation de GBR2 par PKA est indiqué en vert (S892 ; (Couve et al., 2002)). Les motifs heptapeptidiques 
répétés, caractéristiques de domaines retrouvés chez les zipper de leucine (coiled coil) sont indiqués en turquoise. 
Les résidus hydrophobes positionnés au niveau a et d de chacun des motifs sont indiqués en bleu roy. b) 
Représentation shématique de l’arrangement (vue du dessus et en descendant) adopté par les deux régions coiled 
coil de GBR1 et GBR2. (Figure réalisée à partir des résultats de (Kammerer et al., 1999)) Les résidus S888 à L916 
du GBR1 et L788 à L816 de GBR2 ont été considérés.  

a) 

b) 
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Récemment, un motif di-leucine LL contenus au début de la région coiled coil 

de GBR1 a également été impliquée dans la régulation du transport d’un récepteur 

mutant de GBR1, délété de sa séquence RXRR, vers la surface membranaire de 

neurones d’hippocampe de rat (Restituito et al., 2005). En liant GBR1 à ce niveau, la 

protéine msec7, une protéine GEF des protéines ARF présentant une activité plus 

élevée envers ARF1/3 et 6 (Ashery et al., 1999; Jackson and Casanova, 2000)) 

constituerait un frein moléculaire au transport de GBR1 à la surface cellulaire.  

 

Déterminants moléculaires de l’activation du récepteur 

Le couplage du récepteur à la protéine Gi/o est donc essentiel à de nombreux 

aspects de sa physiologie. Les rôles joués par GBR1 et GBR2 dans ce phénomène 

sont néanmoins très différents. Cloné à travers ses propriétés de liaison (Kaupmann et 

al., 1997), GBR1 assure la liaison au GABA par l’intermédiaire de son domaine PBP 

(Galvez et al., 1999). Par comparaison, la région homologue de GBR2 est incapable 

de lier la molécule de GABA (Kaupmann et al., 1998a; White et al., 1998). Le 

domaine extracellulaire n-terminal de GBR2 reste cependant essentiel à la 

fonctionnalité de l’hétérodimère puisqu’un hétérodimère chimérique comportant deux 

domaines n-terminaux GBR1, présente une activité amoindrie et constitutive (Galvez 

et al., 2001; Margeta-Mitrovic et al., 2001a). En outre, GBR2 (plus précisément ses 

trois boucles intracellulaires i1, i2 et i3 ainsi que la région proximale membranaire de 

sa queue c-terminale) constitue la sous unité assurant le couplage à la protéine G 

(Margeta-Mitrovic et al., 2001b). L’ensemble de ces données supporte donc 

l’hypothèse d’une trans-activation allostérique des sous unités GBR1/GBR2. A l’issu 

de la liaison au GABA par le GBR1, son activation conduirait à l’adoption par GBR2 

d’une conformation compatible avec la stimulation de la protéine G (Galvez et al., 

2001; Margeta-Mitrovic et al., 2001a).   
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Modulation de l’activité et interactions protéiques  

Les protéines kinases  

Contrairement au récepteur β2AR et probablement en raison de son clonage 

récent, les mécanismes moléculaires de contrôle de l’activité du GABABR sont peu 

documentés. De nombreuses observations physiologiques ont néanmoins dévoilé des 

indices révélant l’identité de certains de ces mécanismes de contrôle. A ce titre, PKC 

s’est rapidement révélé un modulateur puissant de l’activité pré- et post-synaptique 

du récepteur (Dutar and Nicoll, 1988a; Thompson and Gahwiler, 1992). Cette action 

de PKC généralement induite par un traitement d’esters de phorbol (le PMA par 

exemple) a depuis été confirmée à plusieurs reprises (Engisch et al., 1996; Qiu et al., 

2003; Taniyama et al., 1993). En plus de son rôle dans la désensibilisation 

hétérologue du récepteur, PKC pourrait également avoir un rôle dans la 

désensibilisation homologue du GABABR. Au niveau de l’hippocampe de rat, la 

stimulation de l’hétérodimère stimule la translocation à la membrane de divers sous 

types de PKC (Tremblay et al., 1995). Chez le xénope ou les embryons de poulet, la 

voie de transduction menant à l’activation de PKC pourrait impliquer le couplage de 

l’hétérodimère à la PLC par l’intermédiaire du dimère Gβγ (Diverse-Pierluissi et al., 

2000; Xiang et al., 2002b)). Chez les mammifères, le mécanisme moléculaire menant 

à la stimulation de PKC reste cependant à déterminer.  

Autre kinase activée par des seconds messagers, PKA semble également 

impliquée dans la régulation de l’activité du GABABR. En phosphorylant la Ser892 

de GBR2, PKA contribue à inhiber la diminution d’activité canaux GIRK lors d’une 

stimulation soutenue du récepteur (Couve et al., 2002). Cette inhibition de la 

désensibilisation fonctionnelle du récepteur s’accompagne en outre de la stabilisation 

de son expression à la surface (Fairfax et al., 2004).  

 

De manière intéressante, le mGluR1, dont les effets sont potentialisés par le 

GABABR dans des neurones de cervelet (Hirono et al., 2001), présente une 

dépendance similaire au GABABR vis à vis de PKA (Mundell et al., 2004) et de PKC 

(Dale et al., 2002). Par ailleurs, dans le cervelet, chacun de ces deux récepteurs est 

régulé par la protéine GRK4 (Virlon et al., 1998), essentielle à leur désensibilisation 
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respective. Les mécanismes moléculaires impliqués semblent néanmoins différents. 

Dans le cas du mGluR1, GRK4 phosphorylerait et désensibiliserait le récepteur 

(Sallese et al., 2000) de manière classique tandis que dans le cas du GABABR, 

l’atténuation du signal s’effectuerait par un mécanisme indépendant de la 

phosphorylation du récepteur (Perroy et al., 2003). Dans ces conditions, le domaine 

RGS de GRK4 serait suffisant à la désensibilisation (Perroy et al., 2003). 

L’interaction fonctionnelle entre le récepteur GABAB et les GRK s’avère ainsi 

atypique puisqu’aucune d’entre elles ne semble pouvoir phosphoryler le récepteur en 

présence d’agoniste (Fairfax et al., 2004). De manière consistante avec cette idée, le 

recrutement de la βarr et l’internalisation du récepteur sont également indétectables 

(Perroy et al., 2003; Fairfax et al., 2004) à l’issu de son activation.  

Outre sa régulation par des protéines serine/thréonine kinases classiquement 

impliquées dans la modulation de l’activité des GPCR, la signalisation associée au 

GABABR est également dépendante de l’activité de tyrosines kinases de type src 

(Diverse-Pierluissi et al., 1997). L’activation rapide de src en présence de baclofen 

conduit à la phosphorylation d’un Cav2 de type N chez le poulet. Cet événement 

constituerait le signal de recrutement de la protéine RGS12 (par l’intermédiaire de 

son domaine PTB) dont l’activité GAP conduirait à inhiber l’action de la protéine G 

(Schiff et al., 2000). Le mécanisme de recrutement de src par le récepteur n’a pas été 

défini (Diverse-Pierluissi et al., 1997) mais semble échapper au mode classique 

d’activation de src par les GPCR, qu’il s’agisse de l’implication du dimère βγ ou de la 

βarr (Luttrell and Luttrell, 2004). La présence de motifs riches en proline consensus 

(PXXP, PPXP ou encore PXXPR) dans la portion c-terminale de GBR1 et GBR2 

laisse supposer qu’un interaction directe entre le GABABR et le domaine SH3 de src 

puisse s’établir comme c’est le cas pour le récepteur β3-adrénergique (β3AR; (Cao et 

al., 2000)). De manière intéressante, le motif consensus  de GBR1 est situé 

immédiatement en aval de son motif RXRR et de l’interface superhélicoïdale de 

GBR1 et GBR2.  
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Les protéines interagissant avec la région coiled coil 

Outre son importance dans la régulation du transport cellulaire de GBR1, le 

coiled coil pourrait être impliquée dans la régulation de l’activité du GABABR. 

Chacune des sous unités de l’hétérodimère lie à ce niveau diverses protéines. GBR1 

interagit avec CREB2/ATF4 (Vernon et al., 2001; White et al., 2000), Marlin1 

(Couve et al., 2004)ou 14-3-3 (Couve et al., 2001). GBR2 y lie le facteur de 

transcription CHOP, la protéine à domaines PDZ MUPP1 et les filamines A et β 

(Calver et al., 2002). De manière intrigante, la liaison de CREB2 (Vernon et al., 2001; 

White et al., 2000), 14-3-3 ou Marlin 1 (Couve et al., 2001; Couve et al., 2004) à 

GBR1 semble exclusive et inhibée par la présence du GBR2 à l’état basal. Dans la 

mesure où l’activation de l’hétérodimère conduit à la relocalisation cellulaire du 

facteur de transcription CREB2 (Vernon et al., 2001; White et al., 2000), la régulation 

de l’interaction coiled coil entre GBR1 et GBR2 pourrait ainsi se révéler essentielle à 

la modulation de l’activité de signalisation du récepteur. L’existence d’un variant 

d’épissage de GBR1 (variant GBR1d; (Isomoto et al., 1998)) présentant une portion 

c-terminale délétée à partir du milieu de sa région coiled coil, renforce encore cette 

idée. 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

 

L’objectif général de ce travail consistait à étudier le rôle de divers mécanismes 

contrôlant la formation des complexes protéiques, dans la signalisation des GPCR. 

Plus spécifiquement, nous nous sommes intéressés à trois mécanismes particuliers, la 

compartimentation membranaire par l’intermédiaire des rafts, la modulation des 

interactions protéines-protéines par la AAA ATPase, NSF et enfin les modifications 

post-traductionnelles à travers l’ubiquitination. 

 

1)  Étude du rôle de la compartimentation : le cas des rafts. En prenant 

comme modèle d’étude la voie de signalisation impliquant le β2AR, la protéine Gαs 

et l’AC, nous nous sommes intéressés aux conséquences pharmacologiques et 

fonctionnelles de la compartimentation membranaire sur l’efficacité de transmission 

du signal. 

 

2) Étude du rôle de la protéine NSF, une AAA ATPase impliquée dans la 

régulation des complexes protéiques. Initié par des expériences de double hybride 

ayant mis en évidence l’interaction de la protéine AAA ATPase, NSF, et du récepteur 

GABAB, ce projet a consisté à caractériser d’une part l’interaction de NSF avec 

chacune des sous unités GBR1 et GBR2 et déterminer d’autre part, son rôle potentiel 

dans la régulation de la signalisation de l’hétéro-dimère.  

 

3) Étude du rôle de l’ubiquitination. L’ubiquitination est une modification 

post-traductionnelle dynamique, essentielle à la régulation de la signalisation. Dans le 

cas des GPCR, cette modification post-traductionnelle détermine, entre autres, le 

comportement d’un régulateur essentiel de leur activité, la βarrestine. La régulation 

dynamique différentielle de l’ubiquitination de cette protéine par le β2AR ou le V2R 

suggère un lien étroit entre la spécificité des capacités de liaison de la βarrestine 

envers les récepteurs ou ses autres partenaires de signalisation et son ubiquitination. 

Afin de pouvoir suivre à la fois le phénomène d’ubiquitination mais aussi l’évolution 
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des interactions protéiques de la βarrestine en temps réel, nous avons développé une 

méthode de détection reposant sur la technologie du BRET. Afin d’en démontrer la 

faisabilité, nous avons revisité le modèle d’ubiquitination de la βarrestine et sa 

régulation différentielle par les récepteurs β2AR et V2R.   
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RESULTATS 
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LA COMPARTIMENTATION MEMBRANAIRE  

Le cas des rafts 
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INTRODUCTION 

En janvier 1999, le concept de microdomaine membranaire et ses conséquences 

potentielles en terme de signalisation attire de plus en plus l’attention. La 

connaissance relative des propriétés de signalisation du β2AR et la publication 

d’évidences expérimentales suggérant sa distribution dans des microdomaines 

membranaires de type raft (Dupree et al., 1993; Raposo et al., 1989; Schwencke et al., 

1999) le désigne comme un modèle approprié pour étudier les conséquences 

pharmacologiques de son éventuelle distribution membranaires dans des structures 

rafts. Très rapidement, nos résultats suggèrent l’idée que la compartimentation dans 

les rafts limite probablement le couplage du β2AR à son effecteur, l’AC. En effet, une 

déplétion en cholestérol augmente son efficacité maximale sans moduler son EC50. 

Ces premiers résultats obtenus en système hétérologue et en accord avec des études 

préalables concernant l’effet du cholestérol sur la signalisation du β2AR (Chang et 

al., 1994; Prieto et al., 1990; Scarpace et al., 1985), sont bientôt confirmés (Miura Y 

2001 Biochemistry), notamment par deux études complémentaires menées sur des 

cardiomyocytes de rats néonataux (Ostrom et al., 2000; Rybin et al., 2000). Ils se 

heurtent néanmoins à un double paradoxe : 1) β2AR et ses différents partenaires de 

signalisation (protéine G, AC, GRK…etc) co-sédimentent dans  les fractions 

membranaires légères à l’issu d’une préparation de Song (Rybin et al., 2000) 2) en 

plus d’entrainer une élévation de l’efficacité maximale du β2AR, la déplétion en 

cholestérol induit  également une perte du site de haute affinité du récepteur en raison 

de son découplage vis à vis de la protéine G. L’ensemble de ces données nous ont 

ainsi amené à revisiter à l’aide de techniques alternatives le prédicat selon lequel le 

β2AR était localisé dans des microdomaines membranaires comportant également ses 

partenaires de signalisation. L’analyse de ces résultats nous a finalement conduit à 

proposer un modèle réconciliant nombres d’observations qui échappaient à la notion 

d’une co-compartimentation du β2AR et de ses partenaires de signalisation dans les 

rafts.  
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En illustrant les difficultés techniques liées à l’étude des microdomaines 

membranaires, cette étude souligne également l’importance des microdomaines dans 

la régulation de la signalisation cellulaire.  
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 Summary 
Contribution of cholesterol and lipid raft microdomains to β2-adrenergic 

receptor (β2AR) mediated signal transduction was assessed in HEK293S cells. 

Detailed analysis of the sub-membraneous distribution of the β2AR signaling 

machinery revealed that the receptor is largely excluded from raft whereas both Gαs 

and the V/VI-type adenylyl cyclase (AC) are preferentially found in these cholesterol 

rich domains. Cholesterol depletion in cells expressing the human β2AR enhanced 

both basal and agonist-stimulated cAMP production that reflected an increased 

signaling efficacy towards the AC activation pathway. This effect was found to be 

completely reversible following cholesterol repletion. Membrane fractionation and 

bioluminescence resonance energy transfer experiments revealed that the cholesterol 

depletion led to an increased probability of productive interactions between the 

receptor and its signaling partner that underlies the increased signaling efficacy. This 

enhanced cAMP production was accompanied by a protein kinase A (PKA)-

dependant loss in the GTP-sensitive β2AR high affinity binding state resulting from 

the constitutive phosphorylation and desensitization of the receptor in the cholesterol-

depleted state. Collectively, our results support a model whereby β2AR signal 

transduction efficacy is control, in part, by the differential lateral distribution of β2AR 

and its effectors, Gαs and AC V/VI, in the plane of the plasma membrane. 

Cholesterol-dependent regulation of the lateral separation between the receptor and its 

signaling partners could therefore represent an important mechanism controlling 

β2AR signaling efficacy under various developmental and patho-physiological 

conditions.  
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Introduction 
Studies carried out in the last decade clearly demonstrate that biological 

membranes can no longer be considered according to  the fluid mosaic model of 

Singer and Nicolson where membrane proteins were believed to diffuse randomly in a 

lipid bilayer 1. It is now well established that membrane microdomains with specific 

biophysical properties impose specific spatial organizations to protein and lipid 

molecules within the plane of cellular membranes 2-5. In this context, microdomains 

enriched in cholesterol and sphingolipids known as lipid raft have attracted 

considerable attention 6. They result from the tight packing of cholesterol with lipids 

harboring long and saturated acyl chains within the outer leaflet of  membrane 

leading to the formation of a liquid-ordered phase that can dynamically segregate 

from the rest of the membrane  6;7. 

 
This discovery that membranes are compartmentalized challenges the classical 

paradigms of signal transduction. In contrast with the long held view that signaling 

partners interact as a result of free diffusion over long distances, the 

compartmentalization hypothesis led to the notion that concentration or separation of 

proteins through microdomains formation could influence signaling efficacy by 

controlling interactions probabilities 8;9.  

 

 Among other signaling proteins, G protein-coupled receptors (GPCR) have 

been proposed to partition differentially in cholesterol rich microdomains and such 

relative distributions proposed to influence their functional properties (reviewed in 
10). For example, distinct distribution of the β1- and β2- adrenergic receptors (AR) in 

caveolae (a subset of lipid raft) has been proposed to explain the different coupling 

efficacy of the two receptor subtypes to the Gαs / adenylyl cyclase signaling pathway 
11. It was proposed that the predominant co-distribution of β2AR with Gαs and AC 

V/VI within cholesterol rich domain is a key determinant of their coupling efficacy 11-

13. However, such a model whereby βAR signaling machinery confinement inside 

cholesterol rich microdomains favors signal transduction can not be easily reconciled 

with the negative role that cholesterol seems to play on βAR associated effectors. 
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Indeed, cholesterol depletion was found to increase βAR-stimulated cAMP 

production 11;14 whereas cholesterol supplementation had the inverse effect  15-17.  In 

an effort to resolve this apparent paradox and to further our understanding of how 

cholesterol and/or cholesterol rich domains may influence β2AR signaling efficacy, 

we concomitantly assessed the role of cholesterol on the lateral distribution of β2AR 

signaling components and on their coupling properties.   
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Experimental procedures 
 

Constructs- cDNA of Flag-β2ARwt was kindly provided by Dr. Stefano Marullo 

(Cochin Institute, Paris). It was created by amplification of β2ARwt with the following 

primers (forward primer containing the FLAG sequence: 5’-

TTGGTTAAGCTTATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGGATCCGGAAT

TCTAGATGGGCAACCCGGGAACGGC-3’; reverse primer: 5’-

TTTTTAGATTATAGCAGTGAGTCATTTG-3’) and cloning of the PCR product 

into the pcDNA3.1 vector. cDNA of HA-β2ARwt was described in 18. cDNA of 

β2ARPKA- was described in 19 and sub-cloned into pcDNA3.1 following 

HindIII/EcoRI digestion. PcDNA3-β2AR-Luc was described in 20. Plasmid encoding 

the HA-Caveolin-3 (Cav-3) and adenylyl Cyclase V-YFP constructs are kind gifts 

from Dr Parton RG (University of Queensland Medical School, Australia) and  Dr 

Zvi Voegel (weizmann Institut, Israël) respectively.  

 

Cells and transfection- Human embryonic kidney 293S cells (HEK293S) 21 

stably expressing Flag-β2ARWT, HA-β2ARWT or β2ARPKA- were maintained in 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% foetal 

bovine serum, 100 U/ml penicillin and streptomycin, 2 mM L-glutamine and 

250µg/ml geneticin (all from Wisent, St Bruno CA). When needed transient 

transfections were performed using FuGENE-6 Transfection reagent (Roche 

Diagnostics, Co) following the supplier’s recommendation procedure. Twenty-four 

hours after transfection, supplemented DMEM was renewed and cells cultured for an 

additional 24 h.  

 

Cholesterol depletion and complementation- In Cholesterol extraction 

experiment, HEK293S cells were rinsed once with phosphate-buffered saline and 

incubated for one hour with (cholesterol depleted condition) or without (Mock 

condition) 5mM Methyl-β-Cyclodextrin (MBCD, Sigma) or 2% 2-Hydroxypropyl-β-

Cyclodextrin (w/v)(2-HPC, Sigma) in DMEM medium supplemented with 1% FBS. 

Depletion step was carried out at 37°C with agitation each 5 min. To restore the 
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cholesterol content of cholesterol depleted cells or to increase basal cholesterol 

content, cholesterol-methyl-β-cyclodextrin inclusion complexes were prepared 

strictly as described in 22 and added on HEK293S cells for 1h at 37°C. Cholesterol 

content in HEK293S cells membrane preparation was measured using Amplex RedTM 

Cholesterol assay kit (Molecular probe, Inc). 

 

Membrane Preparation- Cells were washed in PBS, resuspended in lysis buffer 

containing 5 mM Tris-HCl, pH 7.4, 2 mM EDTA along with protease inhibitors 

(5 µg/ml leupeptine, 5 µg/ml soybean trypsin inhibitor, and 10 µg/ml benzamidine) 

and homogenized with a polytron homogenizer (Ultra-Turrax; Janke and Kunkel, 

Staufen, Germany) for 15 s. Homogenates were centrifuged at 500g for 5 min at 4°C, 

and the resulting supernatant fraction was centrifuged at 25.000g for 20 min at 4°C. 

Membrane pellets were then washed twice in the same buffer and centrifuged under 

the same conditions. The resulting membrane pellets were finally resuspended in a 

buffer containing 75 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCl2, 2 mM EDTA, and protease 

inhibitors. The membranes were immediately used for adenylyl cyclase activity and 

radioligand binding assay. Protein content in membrane preparation was estimated 

with the Bradford protein assay 23 (Biorad).  

 

Radioligand Binding Assay- Radioligand binding assays were performed 

essentially as described previously 24. Briefly, membrane proteins were incubated in a 

total volume of 0.5 ml in a buffer containing 75 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCl2, 

2 mM EDTA, protease inhibitors and varying concentrations of β2AR ligands 

depending on the type of experiment performed. For competition experiments, [I125]-

Cyanopindolol (CYP) was used at a concentration of 25 pM and competed by 

increasing concentrations of isoproterenol whereas for saturation experiments 

increasing concentrations of [I125]-CYP from 2 to 400 pM were used. Binding 

reactions were incubated at room temperature for 90 min and terminated by rapid 

filtration through glass fiber (GF/C) filters (Whatman, Maidstone, UK) using ice-cold 

25 mM Tris-HCl, pH 7.4. In some experiments, the binding reaction was carried out 

in the presence or absence of 250 µM GppNHp in the binding assay.  
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Adenylyl Cyclase Activity- Adenylyl cyclase activity was assessed according to 

the method of salomon et al, 1975 25. Membrane proteins were incubated in the 

absence or presence of increasing concentrations of isoproterenol, 0.5mM GppNHP 

or 100mM MnCl2 along with 0.1 mM cAMP, 53 µM GTP, 2.7 mM 

phosphoenolpyruvate, 0.1 mM isobutylmethylxanthine, 1 unit of myokinase, 0.2 unit 

of pyruvate kinase and 0.12 mM ATP [106 cpm [α-32P]-ATP/assay] (NEN Mandel) in 

a total volume of 50 µl. The samples were incubated at 37°C for 20 min and the 

reaction was stopped by addition of 1 ml of a cold stop-solution containing 0.4 mM 

ATP, 0.3 mM cAMP, and [3H]cAMP (50,000 cpm). cAMP was isolated by sequential 

chromatography using a Dowex gel column followed by filtration on aluminium oxide 

column.  

 

Biochemical preparation of raft/caveolae enriched fractions- Detergent-free 

purification of Raft/Caveolae-rich membrane fraction was carried out according to the 

protocol described by Song et al (1996) 26. Briefly, 40 millions HEK293S were 

scraped into 1ml of 500mM sodium carbonate, pH 11 after two washed in cold PBS. 

Cell extracts were homogenized sequentially using a loose-fitting dounce 

homogenizer (10 strokes), a polytron tissue grinder (three 10-sec bursts at 24000 min-

1) and a sonicator (Three 20-sec bursts, Branson Sonifier 250; Branson Ultrasonics 

Co). The homogenate was then adjusted to 40% sucrose by the addition of 1 ml of 

80% sucrose prepared in MBS (25mM MES, pH 6.5, 0.15M NaCl) and placed at the 

bottom of an ultra-Clear centrifuge tube (Beckman Instrument, Inc). A 5-35% 

discontinuous sucrose gradient was performed above (6.5ml of 35% sucrose / 3.5ml 

of 5% sucrose; both in MBS containing 250mM sodium carbonate).  

Detergent-resistant membranes (DRMs) were obtained by sucrose flotation 

after solubilization of HEK293S total membrane with cold 1% or 0.1% Triton X-100 

(Tx-100). Briefly, total membranes from 40 millions HEK293S cells were prepared 

as described above. Following their preparation, membranes were lysed in ice-cold 

TKM buffer (50mM Tris pH 7,4; 25mM KCl; 5mM MgCl2; 1mM EGTA) containing 

1% or 0.1% Tx-100 (v/v)(Sigma Chemical, Co). Cell lysate were loaded on a sucrose 
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step gradient as described for the detergent-free method except that the sucrose 

solutions were prepared in TKM instead of MBS.  

Gradient prepared with both method were centrifuged at 200.000 X g for 16-20 

h in an SW41 rotor (Beckman L70 ultracentrifuge). Eleven 1ml Fractions were 

collected from the top of the gradient. Protein content of each fraction was measured 

using Nano-OrangeTM protein quantification kit (Molecular Probes, Inc). 

 

Antibodies and Immunoblotting- Equal volumes of each gradient fraction 

(except for fractions 1-2 and 6-7 which were pulled together) were resolved on SDS-

PAGE under reducing conditions and transferred on PVDF immobilon-membranes 

(except for CD46 which one was detected from a separated gel run in non-reducing 

condition). For Immunodetection, the following antibodies were used: anti-CD46 

(1/2000, clone J4-48) is from Immunotech, anti-β2AR (1/5000; clone H-20), anti-

Cyclase V/VI (1/500, Clone C-17), anti-Cav-3 (1/2000) were purchased from Santa 

Cruz Biotechnology; anti-Flotillin-1 (1/2000) and anti-Clathrin heavy chain (1/2000) 

were purchased from Transduction laboratories; anti-Transferin Receptor (TrfR, 

1/2000) is from Zymed; Anti-Gαs antibody (1/10 000) is a gift from Dr Jean-Luc 

Guillaume (Institut Cochin, Paris, France). β2AR anti-phosphoserine-specific 

antibody (2G3)27 is a gift from Richard B. Clark (University of Texas, Houston, 

Texas) and was used at 0,5µg/ml. Immobilized antigen-antibody complexes were 

detected with affinity purified secondary horseradish peroxidase-conjugated anti-

species antibodies (Amerscham Biosciences) and developed using the 

Chemiluminescence reagent plus (Perkin Elmer Life Sciences, Inc). GM1 

gangliosides were detected by dot-blot using peroxidase-coupled cholera-toxin 

subunit B (CTx)(1/10 000; Sigma Chemical, Co).  

 

Confocal Microscopy- In order to detect if β2AR distributes with lipid-raft by 

confocal microscopy, HEK293S cells stably expressing HA-β2AR were treated with 

CTx to induce the aggregation of GM1 molecules as described in 28. Some cells were 

transfected with Cav-3 as a positive control of GM1 co-distribution. 24 hours prior to 

experiment, cells were seeded onto glass cover slips pre-treated with poly-D-lysine 
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(Sigma Chemical, Co). The day of the experiment, Alexa Fluor 488 conjugated CTx 

(10 µg/ml; Molecular probe, Inc) was applied to the cells for 30 min at 4°C and 

removed by one wash in PBS containing 0,2% bovine serum albumin (Blocking 

buffer). Goat Anti-CTx antibody (1/50 dilution, calbiochem) was then applied to the 

cells for 30 min at 4°C and then for 15 min at 37°C. After three washes in cold-PBS 

containing 0.5% BSA (w/v), cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min on 

ice.  Following several washes, monoclonal anti-HA (clone 12G5, 1/500), anti-Cav-3 

(1/50) and anti-CD46 (1/50) specific antibodies were applied for 1 h. Since Cav-3 

epitope used for staining is intracellular, prior to antibody incubation, cells used for 

Cav-3 detection were permeabilised following cell fixation with blocking buffer 

containing 0.15% Tx-100. Cells were then washed twice in blocking buffer and 

incubated for 1h with the appropriate Alexa-Fluor 594-conjugated secondary 

antibody (1/500 dilution, Molecular Probe, Inc). Coverslips were mounted using 

Mowiol (Hoechst). Confocal laser scanning microscopic analysis was performed on a 

Leica TCS SP1 confocal microscope and co-localisation was performed by overlay of 

the images using the Leica Confocal Software LCS (Heidelberg, Germany). 

Excitation and emission filters for the different labeled dyes were as follows: YFP 

(green): lex=488 nm, lem=540/25 nm; Texas red (red): lex=568 nm, lem=610/30 nm.  

 

BRET assay- 48 hours before BRET assay, HEK293S cells were seeded in 6-

wells plate at a density of 500 000 cells by well. 24h later, each well was transfected 

with 30ng pcDNA3-β2AR-Luc alone or with 1µg Adenylyl Cyclase V-YFP using 

FuGENE-6 transfection reagent (Roche Diagnostics, Co). The total amount of DNA 

transfected in each condition was kept stable using pcDNA3.1 empty vector 

(Invitrogen). Following overnight incubation, transfection medium was replaced with 

fresh Dulbecco’s modified Eagle’s medium for three hours to allow cell recovery. 

Transfected cells were then seeded in polylysine pre-treated 96 wells white plate with 

opaque bottom and left in culture for an additional 24h before being processed for 

BRET assay. Following cholesterol depletion or successive cholesterol-depletion and 

cholesterol complementation, cells were washed once with PBS. Coelenterazine H 

(Nanolight technology) was added to a final concentration of 5 µM in PBS, and 
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readings were collected using a multi-detector plate reader MITRAS LB940 

(Berthold) allowing the sequential integration of the signals detected in the 480±20 

nm and 530±20 nm windows for donor and acceptor luminescence emission 

respectively. BRET signal was determined by calculating the ratio of the light 

intensity emitted by the Receptor-YFP over the light intensity emitted by the 

Receptor- Rluc. The values were corrected by subtracting the background BRET 

signal detected when the Receptor-Rluc constructs was expressed alone.  
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Results 
 

Membrane cholesterol depletion negatively regulates β2AR coupling to G-

protein. To determine the effect of cellular cholesterol content on β2AR ligand 

binding properties,  competitions of the radio-iodinated antagonist cyanopindolol 

([125I]CYP) binding by the agonist isoproterenol were performed on membranes 

derived from HEK293S cells stably expressing β2AR (HEK293S-β2AR), pre-treated 

or not with the cholesterol depleting agent (Methyl-β-cyclodextrin (MBCD) or (w/v) 

2-hydroxy-propyl-cyclodextrin (2-HPC)). Treatment with either cyclodextrin 

derivatives lead to equivalent depletion of membrane cholesterol reducing the 

cholesterol/protein ratio from 38±2.3 to 17.3±1.4 ng cholesterol/µg proteins without 

affecting cell viability (data not shown). The treatment with cyclodextrin had no 

effect on either the binding affinity or the Bmax of the antagonist [125I]CYP (table 1) 

but led to a rightward shift of the biphasic binding competition curve by isoproterenol 

(Fig.1A).  Analysis of the curve revealed that the cholesterol depletion induced a 

significant decrease in the apparent affinity of the receptor high-affinity agonist 

binding state (Log IC50 for isoproterenol increased from -9.49±0.29 to -7.80±0.26; 

Table 2). This effect was reversible since cholesterol re-loading of the membranes 

using cholesterol-MBCD complexes, that brought back the cholesterol/protein ratio to 

51.7±11.1 ng/µg proteins, almost completely restored the high affinity binding state 

to its control value (Fig.1 and Table 2).   

A loss in high affinity agonist binding is classically attributed to a reduction in 

the coupling of the receptor to its cognate G-protein 29. To determine if the loss in 

agonist binding affinity promoted by the cyclodextrin resulted from such uncoupling 

or from a decreased intrinsic affinity of the receptor for isoproterenol, the effect of the 

cholesterol depletion was assessed following direct receptor uncoupling using the non 

hydrolysable GTP analogue GppNHp.  As shown in Fig.1B and Table 2, cyclodextrin 

did not further decrease the affinity of the β2AR for isoproterenol in the presence of 

GppNHp indicating that cholesterol depletion affected β2AR ligand binding 

properties by promoting the uncoupling of the receptor from its G-protein. 
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Membrane cholesterol depletion favored basal and stimulated cAMP 

production.Given the apparent effect of cholesterol depletion on the receptor-G 

protein coupling, we next examined the consequences of the cyclodextrin treatment 

on the receptor-stimulated activity of the effector adenylyl cyclase. As shown in 

Fig.2A, cyclodextrin treatment induced an increase in both basal and maximal 

isoproterenol-stimulated cAMP production without affecting the potency of the 

agonist.  

To further determine the site within the signaling cascade that is sensitized by 

the cholesterol depletion, the responses to direct activators of the G protein 

(GppNHp) and the adenylyl cyclase (MnCl2) were investigated. As shown in Fig.2B 

and C, cyclodextrin treatment significantly potentiated the maximal GppNHp-

stimulated cAMP production whereas it was without effect on the MnCl2-promoted 

response.  These results indicate that cholesterol controls β2AR signaling efficacy 

through a modulatory action involving the receptor-G protein and/or the G-

protein/adenylyl cyclase interactions but not the intrinsic activity of the adenylyl 

cyclase itself.  The increase in the receptor-stimulated cAMP production following 

cyclodextrin treatment may appear surprising when considering that cholesterol 

depletion led to an apparent uncoupling of the receptor from the G protein as 

indicated by the loss in agonist high affinity binding described above. The most likely 

explanation for this apparent paradox is that the increased in cAMP production, 

resulting from the cholesterol depletion, lead to the desensitization of the receptor-G 

protein interaction. Consistent with this notion, PKA-dependant phosphorylation of 

the β2AR is known to promote receptor uncoupling and its subsequent desensitization 
19;30;31. 

  

To directly test whether the cAMP dependant phosphorylation of the β2AR by 

PKA could underlie the cyclodextrin-promoted receptor/G-protein uncoupling, the 

effects of cholesterol depletion were assessed using a β2AR mutant lacking its two 

PKA phosphorylation sites, the β2AR-S261A, S262A, S345A, S346A (β2ARPKA-) 

(Hausdorff and Bouvier).  In contrast to the cyclodextrin-promoted decrease in the 

high affinity binding state of the β2ARWT, cholesterol depletion did not affect the 
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agonist binding profile of the β2ARPKA- (Fig.3A) consistent with a role for the PKA-

mediated phosphorylation in the uncoupling phenotype. This is further supported by 

the observation that the cyclodextrin treatment led to a β2ARWT receptor 

phosphorylation that could be detected by an anti-phosphoserine antibody that is 

specific for one of the PKA sites 27. No such phosphorylation was observed for the 

β2ARPKA- confirming that the cholesterol depletion led to a selective cAMP promoted 

phosphorylation of the receptor.  

  

As expected for a PKA desensitized receptor, the potentiating effect of the 

cholesterol depletion was found to be greater in cells expressing the β2ARPKA- than in 

those expressing an identical number of β2ARWT  (Fig.2C). This greater cAMP 

response was receptor-specific since identical cyclodextrin-promoted increase in the 

GppNHp-stimulated cAMP production was observed in β2ARPKA- and β2ARWT 

expressing cells (Fig.2D).  

Altogether, these results are consistent with a model whereby cholesterol 

depletion increases β2AR signaling efficacy downstream of the receptor and results in 

a higher cAMP production.  This elevation of cAMP concentration promotes in turns 

the phosphorylation and uncoupling of the receptor leading to its partial 

desensitization. Although these results provide a reasonable explanation for the 

decrease in high affinity agonist binding state in face of an increased signaling 

efficacy, they do not provide a mechanistic explanation for the increase in basal, 

receptor-stimulated or GppNHp-stimulated cAMP production promoted by the 

cholesterol depletion.   

 

β2AR, Gαs and Adenylyl Cyclase V/VI sub-membrane organization in 

HEK293S. Several studies have suggested that partition of signaling molecules 

within specialized lipid microdomains of the plasma membrane such as raft may play 

important roles in controlling signal transduction efficacy. Since cholesterol plays a 

central role in lipid raft formation, we investigated the potential role of the relative 

distribution of the β2AR signaling components within these specific microdomains.  
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 Using the sodium carbonate detergent free technique 26, many GPCRs, 

including the β2AR, were found to be concentrated in caveolin enriched fractions 

thought to correspond to raft content (reviewd in 10). Following preparation of 

HEK293S-β2AR cells using this protocol, 2.4±0,2% of the total protein content was 

recovered in the low-density fractions enriched in the raft markers such as flotillin-1 

and GM1 whereas, in agreement with previous studies 11;26, the bulk of the proteins 

was present in the higher density fractions.  Each fraction was then probed by 

Western blot analysis for the expression of the  β2AR, Gαs, and the adenylyl cyclase 

V and VI (endogenously expressed in HEK293 cells and considered as the preferred 

effectors of βAR in cardiomyocytes) as well as for the following markers clathrin, 

transferin receptor (TrfR), CD46, flotillin-1 and GM1. As can be seen in Fig.4 (left 

panel), most of the β2AR and AC V/VI as well as a significant part of Gαs were found 

in the low-density fractions  3 to 5 where the ganglioside and integral protein raft 

markers GM1 and flotillin-1 were also found. As a control of exclusion from raft and 

according to previous study 11, clathrin was entirely recovered in the high-density 

fractions (fractions 8-11) of the gradient. However, CD46 and TrfR, which are both 

transmembrane proteins that have been extensively described as being excluded from 

rafts microdomains by different biochemical and biophysical techniques 28;32-34 were 

unexpectedly found in the low-density fractions (fractions 3-5). These results cast 

doubt on the interpretation of the localization of β2AR, AC and GαS studied by the 

detergent-free method for raft/caveolae preparation. 

 

 One of the characteristics of rafts being their resistance to non ionic detergent 

solubilization at 4°C 35, we sedimented the low density membranes isolated from the 

sodium carbonate method and submitted them to a second sucrose gradient following 

their solubilization with cold 1% Tx-100 (Fig.4 right panel). Following this additional 

step, lipid and protein components of raft domains obtained by the sodium carbonate 

method should still be resistant to Tx-100 solubilization and  recovered as detergent 

resistant membranes (DRMs) floating in low-density fractions. As expected, Flotillin-

1 and GM1 remained concentrated inside low-density fractions (fractions 3-5) of the 

second sucrose gradient whereas detergent treatment excluded CD46 and TrfR from 
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DRMs. Interestingly, in contrast to Gαs and AC V/VI, which remained in the low-

density fractions 3 to 5, the β2AR was almost completely shifted outside of the DRMs 

fractions (into fractions 8-11) by the detergent treatment.   

 

Several studies suggest that, rafts microdomains may be composed of lipids 

with acyl chains displaying different order levels that would correlate with their 

detergent resistance properties 36;37. If β2AR partition in raft region of lesser detergent 

resistance, their raft localization could be missed due to the use of too stringent 

conditions. To verify this possibility, we compared β2AR, AC V/VI and Gαs 

distribution in sucrose gradient following membrane solubilization with 1% and 0.1% 

Tx-100 (Fig.5A). Lowering detergent concentration increased the proportion of Gαs 

and Cyclase V/VI recovered in the DRM fractions while the distribution of the β2AR 

remained identical to that observed using 1% Tx-100. These data confirm the 

extremely weak propensity of this receptor to distribute in detergent resistant 

membranes.  However, the possibility that β2AR molecules might be present at the 

edge of rafts and could be solubilized, even in presence of reduced amount of 

detergent cannot be completely ruled-out by our biochemical approach 38. We thus 

assessed the distribution of the receptor following GM1-choleratoxin (CTx)-induced 

patching of the rafts 28. Confocal fluorescence microscopy revealed that whereas anti-

CTx antibody promoted the co-patching of the CTx-labelled GM1 and Caveolin-3, 

neither the β2AR nor raft-excluded marker CD46 significantly co-localized with the 

GM1 patches.  

 

Altogether, these experiments strongly suggest that β2AR on the one hand and 

Gαs and AC V/VI on the other distribute in membrane regions of different physico-

chemicals properties in HEK293S-cells. This results in a lateral separation of the bulk 

of Gαs and AC V/VI away from the β2AR that would be expected to impact on the 

dynamic interaction between the receptor and its signaling machinery.   

 

Cholesterol depletion leads to enhanced co-distribution and interaction 

between β2AR, Gαs and AC V/VI in detergent soluble part of the membrane. 
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Since rafts microdomains are stabilized by cholesterol 6, cyclodextrin treatment 

should perturb the lateral distribution of the β2AR signaling components. To test this 

hypothesis, the effect of cholesterol depletion was tested on the distribution of the 

β2AR, Gαs and AC V/VI along a sucrose gradient following solubilization with 1% 

Tx-100. As expected, cyclodextrin treatment led to the release of raft-embedded AC 

V/VI, Gαs and GM1 into the high-density fractions of the sucrose where the β2AR 

distributes (Fig.6A). These results are consistent with the notion that cyclodextrin 

enhances β2AR signaling efficacy by increasing the likelihood of productive 

interaction among the signaling partners as a result of a greater availability of the 

down-stream effectors molecules in the receptor containing membrane compartment.  

To directly test this possibility, we took advantage of the ability of bioluminescence 

resonance energy transfer (BRET) to monitor collisions between energy donor and 

acceptors expressed in the same compartments 20;39. To this end, β2AR and Cyclase V 

were fused at their C-terminal tail to the energy donor Renilla luciferase (Rluc) and 

energy acceptor Yellow fluorescent proteins (YFP) respectively and co-expressed in 

HEK293 cells.  If cholesterol depletion increases the chances of collision between the 

receptor and the effectors molecules, one would expect an increase in the BRET 

signal observed between β2AR-RLuc and AC V-YFP 20 at equivalent YFP/RLuc ratio.  

Consistent with this prediction, cyclodextrin treatment promoted a significant (n=5, 

p<0.001) increase in the BRET values (Fig.6B). Cholesterol reloading after 

cholesterol depletion significantly (n=3, p<0.01) decreased the BRET ratio toward its 

control value. The influence of cholesterol depletion and repletion on the BRET 

values did not result from a non-specific effect of the treatments on the BRET 

phenomenon since cyclodextrin was without effect on the BRET observed between 

β2AR-Rluc and β2AR-YFP (Fig.6C).   
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Discussion 
 
Overall, the results reported in the present study clearly indicate that 

cholesterol-dependent lateral separation between β2AR and its signaling effectors, 

Gαs and adenylyl cyclase V/VI, in distinct membrane micro-environment plays a 

crucial role in controlling receptor signaling efficacy.  

 

When considering the lateral distribution of GPCRs and their signaling 

effectors in raft and non-raft membrane microdomains, special attention must be 

given to the criteria used to methodologically identify their components.  Significant 

differences in the conceptual and methodological paradigms used probably underlie 

the divergent conclusions reached in the present study and those previously 

addressing the β2AR distribution in raft and caveolae. Using sodium-carbonate 

detergent-free method 26 to isolate caveolin enriched fractions, several investigators 

have suggested that β2AR, AC V/VI and Gαs are co-enriched in the same micro-

domains that could serve as an assembly site for functionally active receptor-

signaling complexes 11-13;40. However, caveolin or raft-enriched fractions prepared in 

this manner are not equivalent to detergent resistant membrane fractions 41-44. Our 

data are entirely consistent with this notion and demonstrate that radically distinct 

conclusions can be reached depending on the methodology used. Indeed, whereas we 

found β2AR, Gαs and AC V/VI to co-distribute in the cholesterol- and caveolin-

enriched fractions prepared by the detergent free-method, further separation following 

triton-extraction revealed distinct distribution patterns between the receptor and its 

effectors; the β2AR being excluded from the DRMs fractions and the AC V/VI and 

Gαs co-distributing in both DRM and soluble fractions.   

 
Although DRM have often been assimilated to cholesterol-rich domains known 

as rafts, the exclusion from DRM is not, on its own, a sufficient criterion to prove 

exclusion from rafts.  Indeed, DRM exclusion may also indicate that β2AR is 

extracted from rafts by the detergent 38;44. However, failure to recover any β2AR in 

DRMs prepared with a lower concentration of detergent (0.1% Tx-100; fig. 5A) along 

with the confocal microscopy analysis showing that β2AR does not co-localize with 
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GM1 patches, while ectopic Cav-3 does (fig. 5B), strongly support the postulate that 

β2AR is excluded from rafts microdomains in HEK293S cells. 

  
 The partition of a significant proportion of Gαs and AC V/VI in DRM could 

therefore be interpreted as an indication that part of the signaling machinery is 

sequestered in a micro-environment distinct from the one harboring the receptor. The 

observation that decreasing Tx-100 concentration from 1.0 to 0.1% increases Gαs and 

AC V/VI recovery in DRMs is consistent with a distribution of these molecules 

within a graded ordered raft organisation suggested by several authors 36;37;45.  

 
These considerations therefore suggest that, as a result of their sequestration in 

a membrane compartment of bio-chemical properties corresponding to the one 

predicted for raft microdomains, a proportion of Gαs and AC V/VI are laterally 

separated from β2AR. Consistent with this conclusion, cholesterol depletion known to 

promote raft disruption induced the egress of Gαs and AC V/VI from DRMs to 

soluble fractions whereas cholesterol complementation led to their return in DRMs. In 

contrast, these treatments did not affect the distribution of the β2AR. Even the 

addition of cholesterol excess using cyclodextrin as a forward cholesterol carrier, 

failed to promote the association of β2AR with DRMs whereas it increased the 

amount of Gαs and AC V/VI within these fractions (data not shown) once more 

confirming a cholesterol-dependant differential distribution between the β2AR and its 

effectors.   

 
The redistribution of the bulk of Gαs and AC V/VI within β2AR containing 

membrane-part was accompanied by a significant increase in the β2AR signaling 

efficacy reflected by elevations in both basal and isoproterenol-stimulated AC 

activity. This is consistent with the notion that lateral separation of receptors and 

effectors in distinct pools of the cell membrane may impact on the constitutive and 

agonist-promoted signal-transduction efficiency (reviewed in 8). For example, Gross 

and Lohse described a restricted collision-coupling model where catalytic interaction 

between receptors and effectors are hindered by the slow diffusion of receptors and 

effectors, limiting effectors activation to a small area around an agonist-occupied 
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receptor 46. In the present study, releasing of raft embedded AC V/VI and Gαs in the 

vicinity of β2AR following cholesterol depletion most likely increase availability of 

the effectors to which the receptor can have access thus augmenting the probability of 

efficient coupling between these partners. The increase in collisional BRET observed 

between β2AR-Luc and AC V/VI-YFP following cholesterol depletion is consistent 

with such a lateral separation model.   

In agreement with previous studies 14;15;17, we observed that cholesterol 

depletion increased the efficacy but not the potency of the receptor-stimulated AC 

activity.  Such behavior has been predicted to occur following increase availability of 

G-protein when considering either Receptor/G-protein or G-protein/AC collisional 

precoupled models 47;48. An increase in basal and βAR-stimulated cAMP production 

efficacy with no effect on the potency has also been reported following 

overexpression of AC V or VI in mice and rats cardiac cells 49-51. Therefore, increase 

in the available pools of AC V/VI and/or Gαs for the β2AR is most likely responsible 

for the observed increase in basal and isoproterenol-stimulated cAMP production 

following cholesterol depletion-mediated rafts disruption.  

 
Despite the fact that Gαs and AC V/VI are found in both DRMs and soluble 

fractions, the observation that cholesterol depletion increase the AC activity promoted 

by direct activation of Gαs with GppNHp is consistent with the lateral separation 

model proposed above.  Indeed, the increase probability of productive interactions 

between β2AR and Gαs promoted by the cyclodextrin treatment would be predicted to 

favor the spontaneous receptor-stimulated release of GDP by Gαs thus yielding a 

larger number of Gαs molecules available for GppNHp activation. A direct effect of 

cholesterol on the GTPase activity of Gαs 52 cannot be invoked to explain the 

potentiated GppNHp-stimulated response since the nucleotide analogue used is not 

subject to enzymatic hydrolysis.  

 
An intriguing and apparently paradoxical observation of the present study is 

that the increase in β2AR signaling efficacy promoted by cholesterol depletion is 

accompanied by a reduction of the high affinity state of the receptor for its agonist 

isoproterenol. Indeed, loss of the high affinity state for agonists is classically viewed 
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as an index of receptor-G protein uncoupling that should lead to a reduced and not an 

increased signaling efficacy. However, increased signaling activity and receptor 

desensitization are phenomenon that are intrinsically linked to one another; the latter 

often resulting from the former. In fact, our data indicates that the loss of high affinity 

agonist binding is the consequence of the elevated signaling efficacy leading to PKA-

dependent receptor desensitization. This hypothesis is supported by the observation 

that the cyclodextrin treatment led to an increase PKA-dependent phosphorylation of 

the β2AR and that mutation of all PKA phosphorylation consensus sites (β2ARPKA-) 

completely blocked the loss of agonist high affinity binding sites (Fig.3). The 

occurrence of a partial desensitization of the receptor-stimulated AC activity 

following cholesterol depletion is further supported by the greater cyclodextrin-

promoted increase in AC activity observed in cells expressing the desensitization 

resistant β2ARPKA- (Fig.3.C). This indicates that the increased signaling efficacy 

observed for β2ARwt is blunted by the constitutive desensitization process.  

 

In the case of the µ-opioid, oxytocin, and galanin receptors, cholesterol was 

found to affect the high affinity agonist binding irrespective of the G-protein coupling 

state. This observation contrasts with the loss of cholesterol depletion effect on the 

β2AR high affinity binding observed in the present study following GppNHp 

treatment thus indicating that distinct cholesterol dependant-mechanisms exist that 

can be involved in GPCR regulation. The complete loss of cholesterol depletion 

effect on the high affinity state binding of the β2ARPKA- clearly distinguishes the 

effect observed in the present study from the previously reported direct allosteric 

effects of cholesterol on GPCR conformation  53-58.   

 
When considering native tissues or cell lines endogenously expressing βAR, 

several studies addressing the role of cholesterol on receptor signaling found, in 

agreement with our results, that cholesterol had an inhibitory influence on receptor-

stimulated cAMP production. Indeed depletion of cholesterol was found to potentiate 

agonist-stimulated AC activity in rat salivary epithelial A5 cells 14 and rat neonatal 

cardiomyocytes 11 whereas cholesterol supplementation was reported to inhibit 

receptor signaling in Rat prostate epithelial primary cells  17 and in rat lung 
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membranes 15. In one study, however, cholesteol depletion was found to have the 

inverse effect on βAR-stimulated AC leading to a reduced maximal isoproterenol-

stimulated cAMP production in rat neonatal cardiomyocytes 59. The reason for this 

difference remains unknown but could involve a difference in the extent of the PKA-

promoted desensitization that could blunt the increased signaling efficacy promoted 

by the disruption of the raft.  

 
Collectively, our results support a model whereby β2AR signal transduction 

efficacy as well as receptor desensitization are affected by the lateral distribution of 

β2AR and its effectors, Gαs and AC, in the plane of the cell membrane. The lateral 

separation between the β2AR, which is excluded form the rafts, and its effectors (AC 

V/VI and Gαs), which are mainly sequestrated inside these microdomains, restricts 

the interactions between receptor and effectors thus blunting signaling efficacy. 

Following cholesterol depletion and rafts disruption, the release of raft embedded 

effectors increases the probability of their productive interaction with the receptor 

leading to an increase basal and agonist-stimulated cAMP production. This 

potentiated signaling activity in turns leads to a constitutive PKA-dependant 

desensitization of the receptor that attenuates the increased signaling efficacy. 

Whether such signaling efficacy control through lateral separation of the signaling 

partners can be dynamically regulated under patho-physiological or developmental 

conditions affecting membrane composition remains to be investigated. 
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Figure legends 

Fig.1. Effects of cholesterol depletion on β2AR high-affinity binding state 

and coupling to G protein. HEK293S cells stably expressing β2AR (6.58 pMol.mg-

1)(A and B) were treated (depletion, □)  or not (control, ■;) with 2-HPC for 1 hour at 

37ºC to promote cholesterol depletion or successively cholesterol depleted for 1 hour 

with  2-HPC and cholesterol re-loaded in presence of MBCD-cholesterol complex 

(Complementation, ■). Total cellular membranes were then prepared and processed 

for Isoproterenol competition of 125I-CYP binding.  In B), binding competition 

experiments were performed in the presence of an excess of GppNHp. The data 

shown the mean ± SEM of 2-9 independent experiments for A and 3 independent 

experiments for B. The binding parameters of these experiments are compiled in table 

2. Equivalent results were found when MBCD was used instead of 2-HPC as the 

cholesterol depleting agent. 

 

Fig.2. Effects of cholesterol depletion on basal, isoproterenol-, GppNHp- 

and MnCl2-stimulated adenylyl cyclase activity. HEK293S cells stably expressing 

β2AR (6,58 pMol.mg-1)(A and B) were treated (depletion, □)  or not (control, ■) with 

2-HPC for 1 hour at 37ºC to promote cholesterol depletion or successively cholesterol 

depleted for 1 hour with  2-HPC and cholesterol re-loaded in presence of MBCD-

cholesterol complex (Complementation, ■). Total cellular membranes were then 

prepared and  the cAMP production was measured either in the presence of various 

concentrations of Isoproterenol (A), 0.5mM GppNHp (B) or 100mM MnCl2 (C). The 

data shown represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. Equivalent 

results were found when MBCD was used instead of 2-HPC as the cholesterol 

depleting agent.  

 

 

 Fig.3. Cholesterol depletion induces β2AR phosphorylation which, in turn, 

is responsible for loss of high affinity binding state.  A, HEK293S cells stably 

expressing 1 to 3 pMol.mg-1 of either β2ARwt (left panel, square) or β2ARpKA- (right 
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panel, circle) were treated (empty symbols) or not (black symbols)  with MBCD for 1 

hour at 37°C to promote cholesterol depletion. Total membranes were prepared and 

used for Isoproterenol competition of 125I-CYP binding competition binding assay as 

in Fig.1. Results represent the mean ± SEM of three independent experiments.  B, 

Non transfected HEK293S cells as well as HEK293S cells stably expressing 1 to 3 

pMol.mg-1 of either β2ARwt or β2ARpKA- were treated (“D”) or not (“C”) with MBCD. 

Total membranes were solubilized and the phosphorylation state of the receptor was 

assessed by western-blot analysis on 5 µg of proteins using an antibody directed 

against p262-β2AR. Upper panel: immunoblot using the aniti-p262-β2AR antibody.  

Lower panel: immunoblot using the anti-β2AR antibody. The western blot shown is 

representative of 5 independent experiments  C, HEK293S cells stably expressing the 

same amount (700 pMol.mg-1) of either β2ARwt (square) or β2ARpKA- (circle) were 

cholesterol depleted (empty symbols) or not (black symbols) with MBCD for 1 hour 

at 37°C. Total membranes were prepared and cAMP production assessed in the 

presence of various concentration of Isoproterenol. D, cAMP production in response 

to 0.5mM GppNHp was measured as in C. The data shown in C and D represent the 

mean ± SEM of 3 independent experiments carried out in triplicates 

 

Fig.4. Successive preparation of low-density membrane by detergent-free 

and detergent-based methods. HEK293S cells stably expressing 1 pmol/mg of 

β2AR were lysed in sodium carbonate followed by sub-cellular fractionation using a 

5-35-40% discontinuous sucrose gradient as described under “experimental 

procedures” (left panel). Membranes purified in fractions 3, 4 and 5 were sedimented 

by ultracentrifugation and solubilized in cold 1% Tx-100 (v/v) before being 

fractionated on an additional 5-35-40% discontinuous sucrose gradient (right panel). 

60µl of each fraction were analyzed for the presence of β2AR, Gαs, AC V/VI, 

Clathrin heavy chain, TrfR, CD46, Flotillin-1 and GM1 using the appropriate 

antibodies. 

 

Fig.5. Analysis of β2AR sub-membraneous localization by detergent 

extraction and confocal microscopy. A, Membranes derived from HEK293S cells 
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stably expressing 1 pmol/mg of the β2AR  were solubilized in 1% and 0.1% Tx-100 

and fractionated using a 5-35-40% discontinuous sucrose-gradient. Equal volume 

fractions were collected and analyzed for the presence of β2AR, Gαs, AC V/VI, 

CD46, Flotillin-1 and GM1 using the appropriate antibodies. B, Aggregation of GM1 

clusters was initiated as described in material and methods by successive incubation 

of cells with Alexa fluor 488-labeled CTx and anti-CTx antibody. β2AR, Caveolin-3 

and CD46 staining after GM1 clustering were detected by confocal fluorescence 

microscopy. For caveolin-3 staining, since HEK293S-β2AR cells do not express this 

marker, cells were transiently transfected with caveolin-3 cDNA 48h before the 

experiments.  

 

Fig.6. Effects of cholesterol depletion on AC V/VI and Gαs sub-

membraneous distribution and on BRET-detected interaction between β2AR and 

AC V. A, HEK293S stably expressing 1 pmol/mg of β2AR were subjected or not 

(Control) to cholesterol depletion using MBCD for 1 hour at 37ºC and cholesterol re-

loaded in presence of MBCD-cholesterol complex (complementation). Following 

these treatments, HEK293S-β2AR membranes were solubilized with 1% Tx-100 and 

fractionated using a discontinuous 5-35-40% sucrose-gradient. Equal volume of 

fractions from each sucrose-gradient was analyzed for the presence of β2AR, Gαs, AC 

V/VI and GM1 by western-blot using the appropriate antibodies. B and C, HEK293S 

cells transiently expressing β2AR-Luc and either AC V-YFP cDNA (B) or β2AR-YFP 

(C) were cholesterol-depleted and reloaded as described in (A). Immediately 

following treatments, cells were washed in PBS and the BRET was measured after 

Coelenterazine-h addition. The BRET ratio was defined as the luminescence signal 

emitted by the YFP (530 ± 20nm) divided by the luminescence emitted by Rluc (480 

± 20nm). Net BRET ratio was obtained by removing the BRET ratio obtained in cells 

expressing β2AR-Luc alone. Results represent the mean ± SEM of 5 independent 

experiments. ***: p<0.001; **: p<0.01; n.s.: p>0.05. 

 

Fig.7. Model of β2AR signal transduction pathway regulation by. Upper 

panel: Cholesterol induces the formation of raft that trap most of AC V/VI and Gαs 
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away from β2AR reducing signaling efficacy. Lower panel: Following cholesterol 

depletion, rafts are disrupted leading to the release of AC V/VI and Gαs in the 

vicinity of β2AR, increasing the probability of productive interaction and thus the 

signaling efficacy and cAMP production. Elevated cAMP leads to a concomitant 

increase in the PKA-dependant phosphorylation of the β2AR which in turn provokes 

β2AR desensitization and functional uncoupling from Gαs.  
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LA PROTÉINE NSF  
Une AAA ATPase impliquée dans la régulation des complexes 

protéiques 
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INTRODUCTION 

En janvier 2001, l’ATPase NSF qui semblait dévouée à la seule modulation des 

SNARE pendant les évènements de fusion membranaire, se voit impliquée dans la 

régulation de la fonction des récepteurs au glutamate et plus particulièrement du 

GluR2 (Nishimune et al., 1998; Noel et al., 1999; Osten et al., 1998; Osten and Ziff, 

1999; Shi et al., 2001). En septembre de la même année, un récepteur supplémentaire 

est ajouté à la liste des substrats de cette chaperone des complexes protéiques, le 

récepteur β2-adrénergique (Cong et al., 2001). Complétant des observations 

préalables identifiant NSF comme un partenaire de la β-arrestin 1 (McDonald et al., 

1999), cette étude conduit à l’hypothèse d’un rôle pour NSF dans le recyclase du 

β2AR à l’issu de sa désensibilisation et de son internalisation. Une fonction similaire 

de NSF a part la suite été observée dans le cas du récepteur GluR2 (Hanley et al., 

2002; Lee et al., 2004b) et plus récemment dans le cas du récepteur CRLR 

(Bomberger et al., 2005b). En termes moléculaires, la fonction de NSF dans le cas du 

GluR2, semble résider dans son habileté à moduler l’interaction du récepteur et d’une 

protéine à domaine PDZ, PICK-1 (Hanley et al., 2002). Ce faisant, NSF favorise la 

stabilisation de l’expression à la surface de GluR2 avant (Noel et al., 1999; Shi et al., 

2001) et à l’issu de son internalisation (Lee et al., 2004b). 

La mise en évidence par le Dr Julia White lors d’expériences de double hybride, 

d’une interaction potentielle entre GABABR et la protéine NSF, suggérait donc que 

cette AAA ATPase puisse également réguler l’activité de ce récepteur. Différentes 

propriétés du récepteur GABAB en faisait en outre un modèle d’étude 

particulièrement intéressant : 1) tout d’abord son statut d’hétérodimère obligatoire, 

composé de deux récepteurs distincts, GBR1 et GBR2, interagissant au niveau d’une 

structure coiled coil cytosolique 2) sa capacité d’interaction avec un grand nombre de 

partenaires de signalisation impliqués dans des cascades de signalisation différentes 

correspondant aux effecteurs adenylyl cyclase, GIRK, Canaux calcique ou encore 

PLC (Calver et al., 2002; Couve et al., 2001; Vernon et al., 2001; White et al., 1998; 

White et al., 2000); 3) enfin, la mise en évidence de sa localisation préférentielle dans 

des microdomaines de type rafts (Becher et al., 2001).  L’ensemble de ces 
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observations semblaient donc suggérer que l’interaction de NSF et du récepteur 

GABAB puisse constituer un terrain d’étude adéquat pour étudier les effets 

fonctionnels de la modulation des interactions protéiques de ce récepteur par la 

protéine NSF. Les publications antérieures à ce projet semblaient indiquer que cette 

régulation puisse être impliquée dans les mécanismes de transport membranaire du 

récepteur GABAB. Cette hypothèse a néanmoins rapidement perdu de son attrait en 

raison de la surprenante stabilité du récepteur à la membrane plasmique (Fairfax et 

al., 2004; Perroy et al., 2003). 

 

Outre la confirmation et la caractérisation par des expériences de liaison in vitro 

et de co-imunoprécipitation de l’interaction de NSF et du récepteur GABAB, notre 

étude s’est intéressée au rôle fonctionnel de la liaison de ces deux protéines. Les 

données expérimentales obtenues positionnent ainsi NSF, au sein d’un mécanisme 

moléculaire dépendant de la protéine kinase C et régulant l’efficacité de couplage du 

GABABR.  

 

 

Participation des différents auteurs de la publication N°2 : 
SP: Conceptualisation du projet, expériences (Fig 2-9), stratégie expérimentale, 

analyse des résultats et écriture du papier 

NL : Expériences de phosphorylation (Fig 8C et D) 

HB : Expériences de coIP (Fig 3A, 4A, 6A) 

JW: Expérience de YTH (Fig 1) 

MB : Conceptualisation du projet, analyse des résultats et écriture du papier 
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Abstract 
The obligatory heterodimerization mode of activation of the GABAB receptor 

(GBR) raises fundamental questions about the molecular mechanisms controlling its 

signaling efficacy. Here, we show that the AAA ATPase, NSF, interacts directly with 

GBR and is released following agonist stimulation of the receptor. Inhibition of NSF 

binding using peptides derived from the NSF interacting domain of GBR2 or GluR2 

did not affect basal signaling activity but almost completely abolished GBR 

desensitization. The agonist-promoted receptor phosphorylation and desensitization 

could also be blocked by PKC inhibition indicating a concerted action of the ATPase 

and PKC in regulating the signaling efficacy of GBR. Such model, is further 

supported by the observation that direct PKC activation led to NSF release from GBR 

and mimicked the agonist-promoted desensitization as revealed by the blunted 

baclofen-stimulated [35S]GTPγS binding observed following PMA treatment. Given 

the classical function of NSF in the regulation of protein complex assembly and the 

lack of agonist-promoted internalization accompanying GBR desensitization, our 

results suggest the existence of a novel regulatory role of NSF in GPCR signaling.      
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Introduction 

 
Ionotropic and metabotropic receptors mediate the action of the inhibitory 

neurotransmitter γ-amino-butyric acid (GABA) in the central nervous system. The 

metabotropic GABAB receptor (GBR) consist of an obligatory heterodimer between 

two homologous seven transmembrane domain (7TM) receptors, known as GBR1 

and GBR2 (Jones et al. 1998;Kaupmann et al. 1998;Kuner et al. 1999;White et al. 

2000). In addition to play a role in ER export(Couve et al. 1998;Margeta-Mitrovic et 

al. 2000), the GBR1/GBR2 heterodimerization is required for the formation of a 

functional receptor. Indeed, while only GBR1 can bind GABA, GBR2 appears to be 

the subunit engaging the heterotrimeric G protein for down-stream signaling (Galvez 

et al. 2001;Robbins et al. 2001;Margeta-Mitrovic et al. 2001).  Such transactivation 

across two distinct 7TM receptors raises fundamental questions about the molecular 

mechanisms controlling their signaling efficacy.  

Among the mechanisms controlling 7TM receptor activity, agonist-promoted 

desensitization is one of the best characterized at the molecular level. As for most 

receptors, sustained stimulation of GBR can lead to functional desensitization (Couve 

et al. 2002;Gonzalez-Maeso et al. 2003;Perroy et al. 2003;Tosetti et al. 2004). 

However, βarrestin recruitment to the receptor and the ensuing endocytosis of the 

complex, which are classically associated to agonist-promoted desensitization, do not 

appear to contribute to the regulation of GBR responsiveness (Perroy et al. 

2003;Fairfax et al. 2004).  We recently reported that a phosporylation-independent 

mechanism involving the G protein receptor kinase 4 (GRK4) can regulate GBR 

activity in the cerebellum (Perroy et al. 2003). However, the restricted expression 

pattern of GRK4, mainly found in testes and cerebellum (Sallese et al. 2000;Virlon et 

al. 1998), suggests that other mechanisms may modulate GBR signaling efficacy in 

other tissues. PKC activation has previously been shown to regulate GBR activity 

(Dutar and Nicoll 1988;Thompson and Gahwiler 1992)but its direct role in agonist-

promoted desensitization has not been documented yet. 

In an effort to identify new protein that could regulate receptor function, we 

performed a yeast two-hybrid screen using the GBR2 carboxyl tail as bait that 
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revealed the N-ethylmaleimide (NEM) sensitive fusion (NSF) protein as a potential 

interacting partner. NSF is an AAA ATPase classically devoted to the regulation of 

protein-protein interactions that support membrane fusion events (Whiteheart and 

Matveeva 2004). It promotes the dissociation of soluble NSF associated protein 

receptor (SNARE) complexes that control fusion specificity via appropriate coiled 

coil interactions; the NSF ATPase activity determining the uncoiling efficiency of the 

SNARE complexes. Such an uncoiling activity of NSF is of particular interest when 

considering its interaction with GBR since the receptor’s carboxyl tails are engaged in 

a coiled-coil interaction within the GBR1/GBR2 heterodimer (Kammerer et al. 

1999;White et al. 1998).     

In addition to the established role of NSF in regulating SNARE complexes, its 

direct interaction with cell surface receptors such as the AMPA receptor (Nishimune 

et al. 1998;Osten and Ziff 1999), the β2-adrenergic (β2AR) receptors (Cong et al. 

2001), the δ-opioid receptor (Heydorn et al. 2004) and the adrenomedulin receptor 

(Bomberger et al. 2005) has been reported. In the three cases where the functional 

consequences were characterized, NSF binding was proposed to modulate the post-

endocytic sorting of these receptors (Hanley et al. 2002;Lee et al. 2004;Noel et al. 

1999;Cong et al. 2001;Bomberger et al. 2005). Given that GBR does not undergo 

agonist-promoted internalization, we sought to investigate further the interaction 

between NSF and GBR and its potential role in regulating receptor function.  
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Results 

 
NSF interacts directly with GBR subunits.  A yeast two-hybrid screen (YTH) 

was performed with both GBR1 and GBR2 full length c-tails (860I-961K and 741I-941L 

respectively) against a human brain cDNA library. In addition to the complementary 

GBR subunit (White et al. 2002) and the transcription factor ATFx/CREB2 (White et 

al. 2000), we recovered NSF as a potential binding partner of GBR2 (Fig. 1). Using 

shorter segments of the carboxyl domain, the interaction region was narrowed down 

to the distal part of the GBR2 coiled-coil domain and more specifically to a 27 amino 

acid peptide encompassing residues 798-825 (Pep27). As previously observed for the 

interaction between GluR2 and NSF (Nishimune et al. 1998), the integrity of the full 

lenght AAA ATPase appeared essential for its association with the receptor c-tail. 

Indeed, none of the truncation mutants of NSF tested could bind to the receptor c-tail 

(data not shown). 

To further characterize the interaction between NSF and the GBR2 c-tail, we 

carried out in vitro binding assays using the receptor c-tail fused to Glutathione-S-

transferase (GST) and purified His6-tagged NSF. GST pull-down performed with 

increasing amount of NSF in presence of non hydrolysable ATPγS (to inhibit NSF 

ATPase activity) demonstrated a direct interaction between NSF and the full length 

GBR2 c-tail (Fig. 2A). The nucleotide dependence of the NSF binding was 

determined (Figure 2B) by evaluating the impact of ATP and ATPγS under different 

salt conditions. Conditions favoring the ATPase activity of NSF (ATP and Mg2+) 

disrupted the association whereas its inhibition (ATPγS and EDTA or ATP +  Mg2+ 

and EDTA) favored the interaction with the GBR2 c-tail (Fig. 2A). Such influence of 

the nucleotide-bound state of NSF is reminiscent of other functionally relevant 

interactions involving NSF (Osten et al. 1998;Hanley et al. 2002;Muller et al. 

2002;Sollner et al. 1993). Consistent with YTH data presented above, the Pep27 

region of the coiled-coil domain of GBR2 was sufficient to sustain NSF binding as 

shown by the efficient pull-down of NSF by a GST-Pep27 fusion protein (Fig. 2C). 

Interestingly, the Pep27 was as efficient as a previously described 10 amino acid 

peptide corresponding to the NSF binding site on GluR2 (Pep2m) (Lee et al. 
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2002;Nishimune et al. 1998;Osten et al. 1998;Song et al. 1998). In contrast to the 

results obtained in the YTH experiments, however, the binding of NSF was not found 

to be restricted to the GBR2 c-tail, and the full length GBR1 c-tail (854I-961K) fused to 

GST also bound selectively to NSF reaching binding levels comparable to those 

detected with the GBR2 c-tail (Fig. 2D).  

To clarify whether the GBR1 could truly interact with NSF and to confirm that 

the interaction between GBR2 and endogenous NSF can occur in living cells, 

immunoprecipitations were performed in CHO cells.  Immunoprecipitating the GBR1 

or GBR2 from cell expressing each of the receptor individually led to the co-

sedimentation of NSF (Fig. 3A-B). In the reverse configuration, immunoprecipitton 

of NSF (Fig. 3B) revealed that the ATPase was able to bind to two molecular species 

of GBR2. Deglycosylation treatments (Fig. 3C) defined the nature of carbohydrate 

modifications of each of these species. Taking advantage of the fact that the lower 

molecular weight species (~100kDa) is preferentially recognized by the by anti-HA 

antibodies, endoglycosidase H (EndoH) treatments were performed on this species 

following its immunoprecipitation. The sensitivity to the EndoH treatment indicated 

the presence of unprocessed high mannose oligosaccharides, characteristic of 

immature glycoproteins (Maley et al. 1989), suggesting that the ~100kDa species 

represent an ER-localized precursor form of the receptor.  In contrast, the higher 

molecular weight specie (~120kDa) of GBR2, purified by streptavidin pull down after 

cell surface biotinylation, was found to be resistant to EndoH treatment but sensitive 

to PNGase F (an enzyme removing all kinds of N-linked oligosaccharides from 

glycoproteins; (Maley et al. 1989)) indicating that it corresponds to the fully 

processed glycosylated form of the receptor. NSF interaction with these two 

populations of receptor suggests that the ATPase binds to the GBR2 subunit at 

different steps of its trafficking pathways from the ER to the plasma membrane. In 

the case of GBR1, which cannot reach the cell surface and is retained in the ER when 

expressed alone (Couve et al. 1998), the co-immunoprecipitation with NSF implies 

that the interaction between these two molecules occurs in the ER.  

Similarly to what was found in the GST-pull-down experiments, the 

functionality of the NSF ATPase was found to be essential for its interaction with 
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GBR2 in cells since the NSF alkylating agent, NEM, inhibited their co-

immunoprecipitation (Fig. 3D). Comparable NEM sensitivity was also found for the 

GBR1/NSF co-immunoprecipitation (data not shown).  

 

The active form of the GBR associates with NSF. To determine if, in addition 

to its ability to interact with each receptor subtype individually, NSF can also bind to 

the functional GBR1/GBR2 heterodimer, we compared the amount of NSF co-

immunoprecipitated with GBR1 in cells expressing or not the GBR2 subtype. 

Equivalent amount of NSF were recovered in both conditions (Fig. 4A: lanes 5 and 6) 

suggesting that GBR1/GBR2 heterodimerization did not interfere with the 

NSF/GBR1 interaction. To confirm the existence of an NSF/GBR1/GBR2 ternary 

complex, we took advantage of the fact that GBR1 can be trafficked to the plasma 

membrane only in association with GBR2 (White et al. 1998). Hence, co-

sedimentation of NSF following cell surface immunoprecipitation of GBR1 would 

indicate an association of NSF with the GBR1/GBR2 heterodimer. As shown in 

figure 4A (lanes 7 and 8), both NSF and GBR2 were co-precipitated with cell surface 

GBR1, suggesting the binding of the active form of the GBR to NSF. 

 To confirm the specificity of interaction between NSF and the GBR, we 

assessed the ability of the Pep27 peptide to inhibit the association of NSF to GBR2 in 

cell co-expressing GBR1 and GBR2. For this purpose, we inserted a HIV TAT fusion 

sequence (that allows the diffusion of the hybrid protein through the plasma 

membrane; Becker-Hapak et al. 2001) within the GST-Pep27 protein. As expected for 

a specific interaction, treatment performed with the GST-TAT-Pep27 abolished the 

NSF/receptor association (Fig. 4B) whereas a treatment with a GST-TAT-random 

sequence peptide (GST-TAT-RSP) had no effect. Interestingly a GST-TAT-Pep2m 

protein also impaired NSF co-precipitation with the receptor indicating that the 

GluR2- and GBR2-derived peptides share a unique binding site on NSF.  

The characterization of the receptor species that can be co-immunoprecipitated 

with NSF (Fig. 3C) indicated that NSF can interact both with immature (most-likely 

localized in the ER) and fully processed (most-likely localized at the cell surface) 

forms of GBR2. The co-immunoprecipitation of NSF with cell-surface GBR1 in cells 
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co-expressing GBR2 (Fig. 4A) also indicates that the AAA ATPase can interact with 

the functional receptor at the cell surface. Classically, however, NSF is described as a 

soluble cytoplasmic protein (Ref). To further assess if an interaction between the 

GBR and NSF could occur at the cell surface. Their potential co-localization in this 

organelle was assessed by confocal immunofluorescence microscopy. For this 

purpose, cells expressing GBR1 and GBR2 (Fig. 5A-B) were first labeled prior to 

permeabilization using antibodies directed against the N-terminal epitopes displayed 

by each of the receptor (myc for GBR1 and HA for GBR2). Following extensive 

washing of the antibodies the cells were then permeabilized and NSF labeled with a 

specific antibody (panel C). As can be seen in the overlay panels (D and E), both 

GBR1 and GBR2 are detected in close apposition with NSF at the plasma membrane 

as illustrated by the colocalization signal in magenta and yellow respectively. Similar 

results were obtained using green fluorescent protein (GFP)-tagged-NSF (avoiding 

the need for permeabilization) indicating that the co-localization between NSF and 

both receptors did not result from a permeabilization artefact (data not shown). These 

results are consistent with the notion that although the interaction between GBR1, 

GBR2 and NSF can be initiated in the ER they can be maintained once the receptors 

have reached the plasma membrane.  

 

GBR activation destabilize the NSF/heterodimer complex. Since NSF was 

found to bind to the GBR1/GBR2 heterodimer (Fig. 4A), we wondered if activation 

of the receptor could modulate this association. Activation of the receptor promoted 

the disruption of the ternary complex as indicated by the time-dependent decrease in 

the amount of NSF co-immunoprecipitated with GBR1 following cell stimulation 

with GABA (Fig. 6A). This effect of GABA was mimicked by the selective GBR 

agonist, baclofen, (Fig. 6B). The pharmacological selectivity of the GABA inhibitory 

action was further supported by the observation that the level of co-

immunoprecipitated NSF with GBR2 expressed alone (the subunit that does not bind 

agonists), was insensitive to agonist pre-incubation (Fig. 6C). In contrast, the agonist 

effect was recovered when GBR2 was expressed with GBR1 (the subunit harboring 

the GABA/baclofen binding site) (Fig. 6C). Interestingly, similar results were 
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obtained whether GBR2 was co-expressed with GBR1a or GBR1b, two common 

splice variants of GBR1. The interchangeability of the two splice variants is not 

surprising given their sequence identity in the putative cytoplasmic domain 

potentially involved in NSF binding; their only divergent sequences being restricted 

to extracellular domains know as sushi domains (Kaupmann et al. 1997). In addition 

to confirm that NSF is associated with the functional GBR1/GBR2 heterodimer at the 

cell surface where GABA can act, these results layed the foundation to explore the 

potential functional implications of this interaction.   

 

Preventing NSF binding preserves the GBR/G protein coupling following 

chronic stimulation. The observation that NSF is released from the GBR complex 

following stimulation lead us to test whether NSF could be implicated in the GABA-

mediated G protein activation. To do so, quantification of the receptor-promoted 

GDP/GTP exchange was assessed by GTPγ[35S] binding assays in the presence of 

GST-TAT-Pep27 and GST-TAT-Pep2m (to impair the GBR/NSF interaction) or the 

corresponding GST-TAT-RSP control protein.  As illustrated by figure 7A, GST-

TAT-Pep27, -Pep2m  and –RSP treatments were without effect on the maximal 

receptor induced GTPγS binding. Previous studies have demonstrated that the G 

protein coupling activity of the GBR wanes over time following sustained agonist 

stimulation (Perroy et al. 2003;Schiff et al. 2000;Couve et al. 2002;Tosetti et al. 

2004;Gonzalez-Maeso et al. 2003). Consistent with these findings, we observed that a 

30min pre-stimulation with GABA led to a 40% declined of the maximal baclofen-

stimulated GTPγS binding (Fig. 7B). GST-TAT-Pep27 and GST-TAT-Pep2m 

treatment blocked this GABA-promoted desensitization whereas GST-TAT-RSP was 

without effect (Fig. 7C). Altogether these results indicate that the association with 

NSF is involved in agonist-promoted desensitization of the GBR in CHO cells.  

Because NSF was previously implicated in the membrane sorting of GluR2 and 

β2AR ((Hanley et al. 2002;Noel et al. 1999;Shi et al. 2001;Cong et al. 2001)), we 

assessed whether receptor pre-stimulation with GABA affected cell surface 

expression of GBR1 or GBR2.  As recently reported for the GBR expressed in 

HEK293 (Perroy et al. 2003) or hippocampus cells (Fairfax et al. 2004),  ELISA 
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analysis revealed that the cell surface receptor was very stable in the continuous 

presence of its ligand  (Fig. S1) indicating that the contribution of NSF to the 

desensitization of the GABAB receptor does not involve receptor trafficking.   

 

The agonist-promoted desensitization of GBR is a PKC dependant 

mechanism .Given the proposed role of PKC in the regulation of both NSF 

((Matveeva et al. 2001)) and GBR efficacy(Dutar and Nicoll 1988;Thompson and 

Gahwiler 1992), we investigated the potential contribution of this kinase in the NSF-

mediated desensitization of the receptor.  First, we investigated the ability of GABA 

to promote plasma membrane translocation of PKC in CHO cells expressing a GFP-

tagged PKCα construct. In agreement with what was previously observed in 

hippocampal neurons (Tremblay et al. 1995), treatment with GABA induced the 

recruitment of GFP-PKCα protein to the plasma membrane (Fig. 8A) that reached its 

maximum at 5 minutes. This recruitment was comparable to the one promoted by the 

direct activation of PKC with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) confirming that 

GBR stimulation activates PKC in CHO cells. Inhibiting PKC activation with GFX 

completely blocked the GABA-promoted attenuation of the baclofen-stimulated 

GTPγS binding response (Fig. 8B) suggesting a role of the kinase in the 

desensitization process. Consistent with such a role, direct PKC activation with PMA 

reduced the maximal baclofen response by 40% thus mimicking the desensitizing 

effects of GABA (Fig. 8B). Also consistent with a role for PKC is the observation 

that the GABA-promoted phosphorylation of GBR1 and GBR2 was blocked by GFX 

whereas PMA strongly stimulated it (Fig. 8C-D).  

 

PKC induces the dissociation of NSF from the activated GBR. To further 

explore the link between PKC and NSF in the agonist-promoted desensitization 

process, we assessed the effect of GFX on the GABA-stimulated releases of NSF 

from the receptor. As shown in fig 9, GFX strongly inhibited the disruption of the 

NSF/receptor complex that follows the activation of the receptor under control 

conditions. These results indicate that the GABA-stimulated dissociation of NSF 

from the receptor involves PKC activation. Consistent with such a role for PKC is the 
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observation that PMA treatment was sufficient to promote NSF release (Fig.  9). 

Taken together, these results clearly suggest the existence of an intricate relation 

between NSF binding, PKC activation and GBR desensitization (Fig 10).   
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Discussion 

 
 In the present study, we showed that the dynamic interaction between NSF 

and GBR regulates the signaling efficacy of this heterodimeric receptor through a 

mechanism involving PKC activation. 

 

NSF was found to interact directly with both GBR1 and GBR2 in a non-

competitive manner as illustrated by the fact that binding of the AAA ATPase to a 

given subunit was not inhibited by the co-expression of the other one (Fig. 4 and 6).   

This contrasts with other proteins such as 14-3-3 (Couve et al. 2001), CREB2(White 

et al. 2000) and Marlin-1 (Couve et al. 2004) which were found to interact only with 

GBR1 and compete for the GBR1-GBR2 interaction. The concomitant interaction of 

NSF with both GBR1 and GBR2 reflects its ability to interact with the functional 

receptor expressed at the cell surface (Fig. 4A and 5). As previously reported for the 

NSF/GluR2 interaction (Hanley et al. 2002), a peptide corresponding to the 

interacting domain of the receptor with NSF was sufficient to block the interaction. 

Interestingly, peptides derived from both GluR2 (Pep2m) and GBR2 (Pep27) subunits 

could inhibit the association of NSF to GBR (Fig. 4B). This indicates that these 

peptides share a unique binding site on NSF that may represent a common interaction 

domain for GBR and GluR2 subunits.  

 Also reminiscent of the GluR2/NSF interaction, the nucleotide binding status 

and the ATPase activity of NSF were found to regulate its interaction with the GBR 

subunits (Fig. 2 and 3).  This is important when considering that the classical 

functions of the ATPase are dictated by its nucleotide binding state. For instance, the 

NSF-promoted SNARE complex uncoiling involved in membrane fusion events 

requires ATP hydrolysis that leads to the dissociation of the ADP-bound NSF from its 

substrate (Sollner et al. 1993). Interestingly, GBR stimulation led to a reduction of its 

co-immunoprecipitation with NSF indicative of an agonist-promoted dissociation of 

the enzyme. Since NSF interacts within the coiled-coil region of GBR2, it is tempting 

to draw a parallel with the typical uncoiling action of NSF and propose that the 

ATPase regulates the association of the GBR subunit carboxyl-tails. The established 
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role of c-tails in regulating GPCR activity (Bockaert et al. 2003;El Far and Betz 

2002) would be consistent with a potential influence of NSF-promoted c-tail 

uncoiling on the GBR signaling efficacy.  This hypothesis is supported by the 

observation that inhibition of the NSF/GBR interaction by GST-TAT-Pep27 or -

Pep2m blocked the agonist-promoted GBR desensitization (Fig. 7). However, an 

NSF-dependent regulation of the GBR coiled-coil alone would not be sufficient to 

explain the agonist-promoted reduction in signaling efficacy. Indeed, it was 

previously shown that the entire deletion of the GBR coiled-coil domain does not 

affect the receptor activity(Grunewald et al. 2002;Margeta-Mitrovic et al. 2001). 

In addition to NSF, activation of PKC was also found to be essential to the 

GBR desensitization (Fig. 8B) suggesting that GBR signaling is under the control of a 

concerted action of NSF and PKC. Consistent with this notion, the agonist-promoted 

desensitization was accompanied by a PKC-dependent phosphorylation of both 

GBR1 and GBR2. In addition,  direct activation of PKC with PMA, promoted both 

GBR phosphorylation and its functional uncoupling from the G protein (Fig. 8B-D).  

Such PKC-mediated receptor phosphorylation has previously been shown to lead to 

signaling attenuation for several GPCRs (Avendano-Vazquez et al. 2005;Namkung 

and Sibley 2004). Since, PKC-dependent phosphorylation of NSF has been shown to 

inhibit its activity(Matveeva et al. 2001), its contribution to the combined regulatory 

influence of NSF and PKC on GBR function cannot be excluded. This is, however, 

unlikely since no change in the NSF phosphorylation state was observed following 

GBR stimulation or PMA treatment (data not shown).   

The existence of a coordinated role of NSF and PKC in the regulation of GBR 

activity is further supported by the observation that the agonist-promoted release of 

NSF from the receptor requires PKC activation and that PMA treatment is sufficient 

to induce the dissociation of the ATPase.  Although the precise sequence of events 

linking NSF and PKC in GBR regulation remains to be investigated, a functional 

interaction between PKC and NSF also emerged from several studies on the 

regulation of the GluR2-containing AMPA receptor. In that case, NSF has been 

shown to stabilize the receptor at the synaptic membrane by disrupting the 

constitutive interaction occurring between GluR2 and the protein interacting with C 
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kinase (PICK-1) (Hanley et al. 2002). For its part, activated PKC is recruited by 

PICK-1 to the GluR2 leading to its phosphorylation, removal of the AMPA receptor 

from the synaptic membrane and a subsequent long term depression (Perez et al. 

2001). The opposite action of NSF and PKC on the trafficking of the GluR2 

containing AMPA receptor contrasts with their concerted action in the regulation of 

the GBR signaling efficacy.  

 

NSF has also been shown to regulate the trafficking of other GPCR by binding 

either directly to the receptor (Cong et al. 2001), a receptor activity regulating protein 

(RAMP-3; (Bomberger et al. 2005)) or βarrestin (McDonald and Lefkowitz 2001).  In 

the case of the direct interaction with the β2AR, the association has been shown to 

occur at the carboxyl end of the receptor where it can compete with the PDZ binding 

to Na+/H+ exchanger regulatory factor (NHERF).  The interactions with both NSF 

(Cong et al. 2001) and NHERF (Gage et al. 2004) have been proposed to regulate the 

efficiency of receptor recycling following agonist-promoted endocytosis. The NSF-

dependent desensitization observed in the present study for GBR is probably not 

resulting from the action of NSF on receptor membrane sorting since agonist 

stimulation does not lead to rapid GBR endocytosis (supplementary datat 1(Fairfax et 

al. 2004;Perroy et al. 2003)). However, the recent proposal that the NSF-mediated 

regulation of AMPA receptor activity could result in part from the modulation of the 

lateral diffusion of the receptor within the plane of the plasma membrane (Steinberg 

et al. 2004), offers an alternative explanation. Consistent with this hypothesis, it has 

recently been suggested that the localization of GBR in raft microdomains can control 

its activity (Becher et al. 2004).  
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Material and methods 

 
Materials. Different primary antibodies have been used in this study: the 

mouse 9E10 anti-myc or 12Ca5 anti-HA monoclonal antibodies (house made), the rat 

3F10 anti-myc antibody (Roche), the rabbit polyclonal anti-NSF antibody 

(Calbiochem) and finally the anti-GBR2 and anti-GBR1 polyclonal antibodies 

generated in rabbit and in sheep respectively (these are a kind gift from GSK). For 

Western blot analysis, secondary mouse anti-sheep (SIGMA) and goat anti-rabbit or 

anti-mouse antibodies (Amersham) conjugated to the horseradish peroxydase were 

used. For immunofluorescence, secondary goat anti-rat, anti-rabbit or anti-mouse 

antibodies coupled respectively to Alexa 633, Texas Red or Oregon green were used 

(all from Molecular Probes). GF109203X (GFX) was pursue from Calbiochem, 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) from SIGMA as well as Baclofen and 

GABA. NDSB or 3-(1-pyridinio)-1-propanesulfonate was obtained from Fluka. For 

deglycosylation experiments, EndoH and PNGase F enzymes were produced by 

Roche. 

 

Constructs. For YTH studies, GBR1 and GBR2 c-termini (L860-K961 and V741-

L941) were generated and cloned in frame with GAL4BD as described (Fuller et al. 

1998). GAL4AD fusions for NSF were expressed in pACT2 (Clontech), either isolated 

directly from human brain cDNA library or constructed directly by PCR. Full-length 

sequence of tagged myc-GABAB-R1b and HA-GABABR2 were inserted into 

pcDNA3.1(-) as described previously (White et al. 1998). To generate double stable 

cell line with HA-GBR2 and myc-GBR1b, myc-GBR1b was subcloned into 

pCMVpuro3 plasmid (Invitrogen) between NheI and AflII. For Gluthation-S-

Transferase (GST) precipitation studies, GBR1 and GBR2 c-termini (comprised 

between the residues 861I-961K and 744I-941L respectively) were amplified by PCR and 

cloned in frame with GST into pGEX4T2 (Amersham) between EcoRI and XhoI. 

His6tagged-NSF plasmid was constructed by amplifying NSF from YTH template and 

insert it into pQE81 plasmid (Qiagen) between BamHI and SalI; NSF construct was 

further verified by sequencing. GST-TAT fusion protein were constructed by 
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inserting synthesized oligonucleotides coding for the TAT-HA tag between BamHI 

and EcoRI. Similar method was used to fuse the coding sequence of human GBR2 

derived Pep27 (R799MKITELDKDLEEVTMQLQDTPEKTTY825) peptide or rat GluR2 derived 

pep2m (K844RMKVAKNPQ853) to either GST-TAT or GST proteins between EcoRI and 

XhoI.  

 

YTH. As already described (White et al. 2000), yeast (Saccharomyces 

cerevisiae Y190) expressing either a GAL4-binding domain–GBR1ct or a GAL4-

binding domain–GBR2ct fusion protein were selected and transformed with a human 

brain Matchmaker cDNA library (HL4004AH, CLONTECH) to give a 3-fold 

representation of the library. Interacting clones were selected with 20 mM 3-amino-

1,2,4-triazole (Sigma) followed by production of β-galactosidase as determined by a 

freeze-fracture assay. Plasmid DNA was recovered from yeast by using the 

Yeastmaker plasmid isolation kit (CLONTECH), and the resulting DNA was 

transformed into Escherichia coli before sequencing. Direct two-hybrid interactions 

were determined in Y190 co-transformed with pYTH16, containing the whole c-

terminus of GBR1 or GBR2 or c-terminal fragments of GBR2 fused to GAL4BD, and 

pACT2, expressing NSF as GAL4AD fusions. Fusion constructs were generated 

directly through PCR or were retrieved as isolates from the library screen. Levels of 

interaction were determined as described before.  
 

Protein purification. All recombinant proteins were expressed in BL21 

Rosetta Blue following an induction of 4h. All types of purification were then 

performed on ice. For His6-tagged-NSF purification, bacteria were lysed in 50 mM 

HEPES/KOH pH 7.6, 250 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM ATP, 10% glycerol, and 

0.5 mM DTT by mild sonication as described previously (Hanson et al. 1997). 

Insoluble materials were removed by a 30000g centrifugation for 30min and NSF was 

precipitated by binding to Ni2+-agarose (Qiagen). Agarose was washed with 50mM 

Imidazole and elution was then done with 250mM imidazole.  Imidazole was 

removed on a PD-10 columns (Biorad). The purified ATPase was then quick-frozen 

in liquid nitrogen.  
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To purify GST-Gb1ct or GST-Gb2ct, bacteria were harvested and washed in 

buffer A (25 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 200 mM KCl, 2mM MgCl2, 1% Triton-

X100, 25 mM DTT and 1mM PMSF). Cells were disrupted by sonication and 

centrifuged for 30 min at 30000 g. In the case of GST-GBR1ct protein purification, 

supernatant were incubated with glutathione-agarose beads (Amersham) during 2h 

under rocking. Beads are then harvested by centrifugation, washed in the same buffer 

and eluted with 20mM Gluthation. Gluthation was removed on PD-10 column. As 

GST-GBR2ct protein displayed insolubility, proteins had to be extracted from 

inclusion bodies. To do so, lysate were centrifuged at 30000g for 30 min and pellet 

were washed twice in 25 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 200 mM KCl, 1% TritonX-100, 

1 mM DTT, 1mM PMSF. Pellet were solubilized in 25 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 

6M Guanidium-HCl for 1h and insoluble material were pelleted for 10 min at 100000 

g. Guanidium solubilized proteins were then quickly diluted in 1M NDSB solution to 

favor folding and incubated for 1h more under rocking. After an O/N dialysis in 25 

mM Hepes-KOH (pH 7,4), 200 mM KCl buffer, properly folded proteins were 

purified on glutathione-agarose beads as described previously for GST-GBR1ct. 

GST-TAT-peptide proteins were purified in PBS at 4°C following manufacturer’s 

instructions. The level of purity and the amount of purified proteins were quantified 

on SDS-PAGE electrophoresis gel by coumassie blue staining using increasing 

amounts of BSA protein as reference. 

 

In vitro protein binding assay. These experiments were performed essentially 

as previously described (Hanley et al. 2002). GST-fusions (2 µg) were immobilized 

on glutathione-agarose beads in 25 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 200 mM KCl, 1% 

TritonX-100, 10% glycerol, 1 mM DTT (buffer A). Beads are then washed twice with 

buffer A plus 2 mM ATP, 8 mM MgCl2 and 8 mM EDTA (buffer B) or 2mM ATPγS 

and 8mM MgCl2 in presence of 0,2% BSA and incubated with 50 nM or indicated 

amount of NSF for 1h under rocking. After four washes in buffer B without BSA, 

bound proteins were eluted with 20 mM glutathione and detected by western blotting. 

To determine the effect of the modulation of NSF-ATPase activity on its binding to 
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GST-fusion proteins, same procedure was performed in presence of the indicated mix 

of MgCl2, EDTA and nucleotide.   

 

CHO cell culture. CHO cells expressing stably either myc-GBR1b, HA-GBR2, 

GBR1a and GBR2, or myc-GBR1b and HA-GBR2 were maintained in F12/DMEM 

media containing 10% foetal bovin serum (Wisent), 2 mM L-glutamine (Wisent) and 

250µg/mL G418. In the case of the myc-GBR1b and HA-GBR2 cell line 5µg/mL 

puromycine was added to the media. Before experiments, cells were cultured in 

media without antibiotics for 48h. Transfections were performed using Fugene 6 

(Roche) with the indicated plasmid following manufacturer’s instructions. 

 

Cell treatments. All treatments were performed at 37°C on intact cells. 

Treatment intending to inhibit the NSF activity with 1mM NEM was done for 5min. 

Pre-stimulations of cells with GABA 1mM or Baclofen 0.1mM were performed for 

30min when not precised and for the indicated time. In order to demonstrate the role 

of the PKC, cells were incubated with vehicle or 0.5µM GFX for 30min prior to the 

pre-stimulation with GABA or with 1µM PMA for 10min. Finally, inhibition of the 

NSF/receptor interaction with GST-TAT-Pep27 or –Pep2m hybrid proteins was 

performed by incubating proteins at a concentration of 400nM or 800nM, 

respectively, for 1h before any treatment. Treatment with the control GST-TAT-RSP 

protein was performed at 800nM for 1h. 

 

Immunoprecipitation. Every steps were performed on ice. Cells were washed 

twice with PBS, harvested and centrifuged at 800g. Cells were solubilized in TNTO 

buffer (50mM Tris-HCl pH7.4 at 4°C, 150mM NaCl, 1% TritonX100, 60mM β-

octylglucopyranoside, 1mM DTT, 5 mg/ml leupeptine, 5 mg/ml soybean trypsin 

inhibitor and 10 mg/ml benzamidine), under rocking for 1h. Nuclei were removed 

from lysate by centrifugation for 15min at 12000g and supernatant was then submit to 

another centrifugation step at 150000g for 1h to pellet non-solubilized products. 

1mg/mL of cell lysate was incubated with the indicated antibody, BSA 0.1% and 

protein G-sepharose beads over night under rocking. Immune complexes were 
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pelleted by short centrifugation at 12000g and wash three times in TNTO buffer 

containing 350mM NaCl. Immunoprecipitated proteins were eluted in 40µL of SDS-

PAGE loading buffer containing 50mM DTT at 50°C for 30min. Proteins were 

further submitted to western blot analysis.  

In the case of phosphorylation assay, cells were lysed for 30min on ice in RIPA 

buffer (50 mM TrisHCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% 

sodium deoxycholate, 1 mM DTT, 1% SDS, 5 mg/ml leupeptine, 5 mg/ml soybean 

trypsin inhibitor and 10 mg/ml benzamidine) containing 0.2 mM sodium 

orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium phosphate. Lysate were 

centrifuged for 15min at 15000g and incubated overnight as described previously but 

in RIPA buffer.  

Biotinylation, streptavidin pull-down and deglycosylation. For surface 

biotinylation, cells were washed with PBS on ice, and incubated at 4 °C for 30 min in 

Dulbecco's PBS containing 0.5 mg/ml of sulfo-NHS-biotin under gentle agitation. 

Excess biotin was quenched by adding Tris-HCl, pH 7.4, to a final concentration of 

50 mM.  Cells were then washed twice with cold Dulbecco's PBS and harvested. 

Biotinylated cell surface proteins were isolated using immobilized streptavidin after 

solubilizing the total cellular membranes as described for immunoprecipitation in 

TNTO buffer. 25 µl of resin was used for 1 mg of solubilized membrane proteins in 

presence of 0.1% BSA (w/v) for 2 h at 4 °C under rocking. Resin was then washed 

three times and precipitated proteins were eluted as described above. For 

deglycosylation, eluted streptavidin pull downed or immunoprecipitated proteins 

were first eluted from the resin in 1% (w/v) SDS, 50 mM sodium phosphate, pH 7.5 

then diluted ten times with 50 mM sodium phosphate, pH 7.5. Deglycosylation were 

performed in the appropriate buffer in presence of EndoH or PNGaseF at final 

concentrations of 100 milliunits/ml and 0.001-20 milliunits/ml respectively, over 

night at 37°C. 

 

Western blot analysis. Protein samples were resolved on SDS-PAGE, 

transferred on nitrocellulose and subjected to immunoblotting using the indicated 

antibody depending on the experiment. The nitrocellulose was then incubated with an 



 

 197

appropriate secondary antibody coujugated to the horseradish peroxidase conjugate 

for 30 min and developed using the Renaissance chemiluminescence kit (Perkin 

Elmer). Quantification analysis were performed in parallel by scanning blots with a 

1200ppi resolution or by detecting chemiluminescence directly with phosphoimager 

device (BioRad). Band intensities were then quantified with the Quantity One BioRad 

software. 

 

Whole-cell phosphorylation. Following incubation for 60 min in phosphate-

free medium containing 1% FCS, cells expressing Myc-GBR1b and HA-GBR2 were 

incubated for 2 h in phosphate-free medium containing [32P]Pi (0.25mCi/mL) and 

treated or not with 1 mM GABA for 30 min. After the immunoprecipitation, 

performed as described previously, precipitated proteins were resolved on SDS-

PAGE, transferred to nitrocellulose, and [32P] was detected by autoradiography using 

BioMax MR Kodak Films. Blots were scan with a 1200ppi resolution then analyzed 

with Quantity One BioRad software. 

 

[35S] GTPγS binding assay. CHO stably transfected with GBR1a and GBR2 

were resuspended and lysed under hypotonic conditions (25 mM TrisHCl pH 7.4, 5 

mM MgCl2, 2 mM EDTA, 5 mg/ml leupeptin, 5 mg/ml soybean trypsin inhibitor and 

10 mg/ml benzamidine) and homogenized with a polytron homogenizer (Ultra-

Turrax; Janke and Kunkel) for 10 s. Homogenates were centrifuged at 500 g for 5 min 

at 4°C and the resulting supernatant fraction was centrifuged at 35 000 g for 20 min at 

4°C. The membrane pellets were resuspended in assay buffer [50 mM HEPES pH 

7.4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol (DTT), 15 mM 

GDP and 0.5% bovine serum albumin (BSA)]. Membranes (20 µg of protein per 

assay) were then incubated in 300 pM [35S]GTPγS (1250 Ci/mmol) in the presence of  

10-4 M baclofen for 60 min at 25°C. Binding was terminated by rapid filtration over 

GF/B filters using a cell harvester. Filters were washed three times in 50 mM Tris pH 

7.4 containing 50 mM NaCl and 5 mM MgCl2, and counted. 
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Immunofluorescence. Appropriate treatment was performed on CHO 

expressing stably Myc-GBR1b and HA-GBR2 and cells were then washed with cold 

PBS and fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min. Cells were washed in PBS then 

incubated in PBS containing 0.25% BSA for 30 min. Surface labeling were 

performed by incubating the indicated primary antibody for 30 min followed by 

extensive wash in PBS and a permeabilization step with PBS containing 0.15% 

TritonX100 and 0.25%BSA for 15min. NSF was labeled with the accurate antibody 

for another 30min. Cells were washed in the same buffer and incubated with 

secondary antibody coupled to fluorescent markers. The samples were analyzed by 

confocal laser-scanning microscopy utilizing a Leica TCS SP1 confocal microscope, 

and co-localisation was performed by overlay of the images using the Leica Confocal 

Software LCS (Heidelberg, Germany). Excitation and emission filters for the 

different labelled dyes were as follows: YFP (green): lex¼488 nm, lem¼540/25 nm; 

Texas red (red): lex¼568 nm, lem¼610/30 nm; Alexa 633 (blue): lex¼633 nm, 

lem¼705/45 nm. 

  

Mathematical and statistical analysis. For GTPγS binding, dose response 

curve experiments were analysed by non-linear regression using Prism program 

(GraphPad software, San Diego, CA) (Fig. 7A). For other GTPγS binding studies, 

basal GTPγS binding obtained without stimulation by baclofen was subtracted to the 

maximal GTPγS binding obtained in presence of 0.1mM Baclofen. Every conditions 

were expressed in percentage of the corresponding control condition. In the case of 

the figure 7C, the diminution of the GTPγS binding was calculated by subtracting the 

maximal GTPγS binding observed following pre-stimulation with GABA to the one 

observed when cells were not pre-stimulated. The statistical significance of results 

obtained in GTPγS binding or in the case of co-immunoprecipitation experiments was 

determined using a one-way ANOVA analysis followed by a Bonferroni's multiple 

comparison test. Statistical significance were respectively indicated by *, **, *** 

signs when p<0.05, p<0.01 or p<0.001 between the control condition and the 

condition of interest.  
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Figures 

 
Figure 1. Interaction between NSF and GBR c-termini assessed in yeast two 

hybrid system. GBR c-termini were used as bait in a yeast two hybrid screen testing a 

human brain cDNA library. One of the positive NSF clones obtained with the GBR2 

c-terminus was tested for interaction with successive deletion mutants of receptor c-

tail. Positive β-Gal activity is indicated for each construct. 

 

 

Figure 2. NSF ATPase state modulates NSF binding to GBR c-termini in vitro. 

In all cases, purified His6-NSF was incubated with GST-hybrid proteins under the 

indicated nucleotide and ionic conditions. Bound NSF was revealed by Western blot 

analysis as indicated in materiel and methods. In A) GST pull down assay was 

performed with increasing amount of His6-NSF and GST or GST-GBR2ct 

recombinant proteins in presence of ATPγS and MgCl2. B) The binding of 50nM NSF 

to GST or GST-GBR2ct was assessed under the indicated nucleotide and ionic 

conditions. C) GST-pep27 and GST-pep2m were incubated with 50nM NSF in 

presence of ATP, MgCl2 and EDTA. D) GST-GBR1ct and GST-GBR2ct were 

incubated with 50nM NSF in presence of ATP, MgCl2 and EDTA. In each case, 

results are representative of two to three independent experiments. 

 

Figure 3. Endogenous NSF interacts independantly with both GBR1 and GBR2 

in CHO cells. In A) Immunoprecipitation was performed with lysates from cells 

expressing or not myc-GBR1b stably with a 9E10 anti-myc antibody. Co-

precipitation of NSF was assessed by western blot analysis. In B-D) CHO HA-GBR2 

or CHO were used. In B) Endogenous NSF or HA-GBR2 are immunoprecipitated 

with the indicated antibodies. The presence in the precipitate of GBR2 or NSF 

respectively is confirmed by western blot. In C) The nature of the two distinct 

molecular weight species of GBR2 is determined by deglycosylation. The higher 

molecular weight specie is purified by streptavidin pull down following a surface 

biotinylation. The lower one was purified by taking advantage of the higher affinity 
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displayed by the 12Ca5 anti-HA antibody for this former population of receptor. 

EndoH and PNGase glycosidases were used. In D) we assessed the effect of NEM 

treatment on NSF/HA-GBR2 co-precipitation.  
 

 

Figure 4. NSF interacts with the active form of the GBR. In A) 

Immunoprecipitation of lysated from CHO transiently transfected with myc-GBR1b 

alone or with HA-GBR2 allowed to evaluate the effect of the co-expression of the 

two receptors on the level of GBR1/NSF co-precipitation. For surface 

immunoprecipitation, cells were labeled with an anti-myc 9E10 antibody for 1h at 

4°C in PBS and BSA 0.25%, then lysed as described for classical 

immunoprecipitation. Lysates were incubated for 2h under rocking with protein G 

agarose beads. In B) GST-TAT hybrid proteins fused to the indicated peptide were 

used in order to inhibit the NSF/heterodimer interaction. NSF/receptor complexes are 

precipitated with an anti-GBR2 antibody in cells expressing or not stably Myc-

GBR1b and HA-GBR2.  
 

Figure 5. NSF co-localizes with both GBR subunits at the plasma membrane. 

Cells expressing stably myc-GBR1b and HA-GBR2 were used.  myc-GBR1b, GBR2 

and NSF were respectively labeled for immunofluorescence experiments with the 

Alexa633 (Blue), Oregon green and Texas red fluorescent dyes. GBR1 and GBR2 

were surface labeled prior to cell fixation and permeabilization was then done in 

order to mark NSF.  Overlay panels (D and E) correspond to the superposition of the 

A-C and B-C images respectively.  

 

Figure 6. Activation of the GBR decrease the affinity of NSF for the 

heterodimer. In A) HA-GBR2 CHO cells expressing or not transiently myc-GBR1b 

were treated with GABA for the indicated times. The amount of precipitated NSF was 

quantified following an immunoprecipitation with a 9E10 anti-myc antibody. These 

results represent the means ± SEM of three to five experiments performed 

independently. In B) experiments were done in the same conditions than in A) but 

cells were treated either with 1mM GABA or 0.1mM Baclofen for 30min. In C) CHO 
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cells or cells expressing stably HA-GBR2 alone, GBR2 and GBR1a or HA-GBR2 

and myc-GBR1b, were used and treated or not with GABA 1mM for 30min. GBR2 

was immunoprecipitated and its interaction with NSF and GBR1 was revealed by 

western blot. 

 

Figure 7. Preventing NSF binding preserves GBR activity following GABA pre-

stimulation. In A) maximal baclofen-stimulated [35S]GTPγS binding was measured in 

membranes derived from CHO cells expressing stably GBR1a and GBR2 receptors 

and treated for 1h with the indicated peptides. In inset, the curve represents the 

GTPγS binding obtained for increasing amount of baclofen in control conditions. In 

B) Prior to membrane preparation, cells were stimulated or not with 1mM GABA for 

30min and GTPγS binding assay was then performed as in A. These results represent 

the mean ± SEM of three independent experiments performed in triplicates. In C) the 

same experiments is performed than in B but cells were treated with indicated GST-

TAT-peptide proteins for 1h before their stimulation with GABA for 30min. The 

histogram represents the amount of GABA-induced desensitization (which 

corresponds to the difference of the maximal GTPγS binding detected in vehicle or 

GABA conditions in each case) observed following treatment with the indicated 

GST-TAT-peptides proteins.  

 

Figure 8. PKC is implicated in the desensitization process of the GABAB 

receptor in CHO cells. In A) Cells expressing stably GBR1a and GBR2 are 

transiently transfected with GFP-PKCα construct and treated as indicated prior to 

their fixation. PKC localization was visualized by confocal microscopy. These results 

are representative of two independent experiments. In B) maximal baclofen-

stimulated [35S]GTPγS binding was measured in membranes derived from the same 

cells than in A). The effect of agonist pre-stimulation on the  activity of the receptor 

was measured in absence or presence of 0.5µM GFX and compared to the one 

induced by phorbol ester treatment. These results represent the mean ± SEM of three 

independent experiments. In C) the phosphorylation state of GBR1 was studied by 

metabolic labeling with [32P]Pi in cells expressing stably myc-GBR1b and HA-



 

 211

GBR2. Receptor was immunoprecipitated  and analysis was performed by 

autoradiography. Results were normalized by quantifying the amount of precipitated 

receptor in each condition by western blot. In D) same experiments was performed 

than in C but this time, GBR2 was immunoprecipitated. In C and D) Histograms 

represent the mean ± SEM of four independant experiments. 

 

 

Figure 9. PKC modulates the NSF/GABAB receptor interaction.In A), lysates 

derived from cells expressing stably HA-GBR2 and transiently transfected with myc-

GBR1b were immunoprecipitated with a 9E10 anti-Myc antibody following treatment 

modulating the activity of both PKC and the receptor. The amount of NSF present in 

the immunocomplexes is quantified in B). These results represent the mean ± SEM of 

three independent experiments.  

 

Figure S1. Constant surface membrane expression of both  GBR1 and GBR2 

following GABA treatment. Cells expressing stably myc-GBR1b and HA-GBR2 were 

treated with 1mM GABA for the indicated period. The level of surface expression of 

each of the receptor was measure by ELISA experiments. Black and white bars 

correspond respectively to GBR1 and GBR2. These results represent the mean ± 

SEM of three independent experiments performed in triplicates. 
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L’UBIQUITINATION 

Une méthode de détection en temps réel 
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INTRODUCTION 

En concourant à la modulation de la localisation des protéines membranaires ou 

de la nature des interfaces protéiques, les myristoylations, palmitoylations, 

farnesylations, géranylations, nitrosylations, phosphorylations, glutamination ou 

autres ubiquitination, constituent des mécanismes clefs de la régulation dynamiques 

des complexes protéiques. Dans cette liste de modifications post-traductionnelles, 

l’ubiquitination a néanmoins un rôle particulier. Elle consiste en la liaison covalente 

d’une petite protéine de 8kDa, l’ubiquitine et d’une protéine cible au niveau d’un 

(monoubiquitination) ou plusieurs (polyubiquitination) résidus lysines de cette 

dernière, ou encore de l’ubiquitine avec elle-même (au niveau de quatre de ses résidus 

lysines K11/29/48/63). Dans ce cas, l’ubiquitine forme une chaine liée à la protéine 

ubiquitinée (polyubiquitination). A partir d’une protéine unique, l’ubiquitine, le 

phénomène d’ubiquitination offre donc un panel large de signaux potentiellement très 

différents. Il est maintenant évident que certains d’entre eux sont associés à des 

processus cellulaires spécifiques tels que la dégradation ou le transport. Néanmoins, 

dans la plupart des cas, leur fonction restent encore indéterminée (Hicke, 2001b; 

Hicke and Dunn, 2003; Weissman, 2001). Cette grande versatilité du processus 

d’ubiquitination est probablement l’une des causes principales de l’émergeance de 

son implication dans essentiellement tous les aspects de la régulation de la 

signalisation, modulation des complexes de transduction, contrôle du transport ou 

encore dégradation des acteurs protéiques (Raiborg et al., 2003).  

L’importance de ce processus dans la signalisation des GPCR a récemment été 

illustrée par la corrélation observée entre la fonction de la protéine adaptatrice 

βarrestine et son ubiquitination (Shenoy et al., 2001; Shenoy and Lefkowitz, 2003). 

La stimulation de la βarrestine par des GPCR de classe B (ex : le V2R) qui lient 

fortement et co-internalisent avec cette dernière, conduit à son ubiquitination 

persistante. Au contraire, son activation par des récepteurs de classe A (ex : le β2AR), 

auxquels elle est faiblement liée, s’accompagne de son ubiquitination transitoire 

(Shenoy and Lefkowitz, 2003; Shenoy and Lefkowitz, 2005). La qualité de 

l’interaction entre la βarrestine et le récepteur l’ayant activée reflète ainsi 
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vraisemblablement d’une part des rôles différents joués par la βarrestine en fonction 

de la nature du récepteur, mais aussi son association à des partenaires protéiques 

spécifiques. C’est dans cette problématique du lien entre ubiquitination et capacités 

de liaison de la βarrestine à ses divers partenaires que nous avons commencé ce 

projet.  

D’un point de vu méthodologique, l’étude de l’ubiquitination est relativement 

restreinte et repose essentiellement sur des techniques d’immunoprécipitation et 

d’immunobuvardage. Bien que forts utiles, ces techniques doivent s’effectuer à l’issu 

d’une lyse des cellules avec tous les artefacts que cela peut augurer. En outre, elles ne 

permettent qu’un difficile accès à la dynamique du phénomène d’ubiquitination, 

dynamique qui dans le cas de la βarrestine, par exemple, semble déterminante 

(Shenoy et al., 2001). Il nous a donc semblé intéressant dans un premier temps de 

tenter de développer une méthode permettant de détecter à la fois le niveau 

d’ubiquitination de la βarrestine et son éventuelle interaction avec des partenaires 

protéiques particuliers dans des cellules vivantes et en temps réel.  

A ce titre, la technologie du BRET (Bioluminescence resonnance energy 

transfert) semblait appropriée. Son principe réside sur le transfert de l’energie de 

bioluminescence émise par la coelanterazine à l’issu de sa dégradation par une 

luciférase (Luc), vers une protéine fluorescente de type verte (GFP). L’opportunité 

d’utiliser deux coelanterazines présentant des caractéristiques spectrales compatibles 

avec des protéines GFP (Green fluorescent protein) ou YFP (Yellow fluorescent 

protein) respectivement, permettait ainsi de détecter simultanément le transfert 

d’énergie associé à deux interactions protéiques différentes : 1) celui correspondant à 

l’ubiquitination de la βarrestine en utilisant  une βarrestine fusionnée à une protéine 

luciférase (Lucβarr) et une protéine ubiquitine fusionnée à une GFP (GFP2-Ubi); 2) 

celui correspondant à l’interaction de la βarrestine avec l’un de ses partenaires 

d’interaction, en utilisant à nouveau la Lucβarr et le partenaire protéique d’intérêt 

fusionné à une YFP.  

Afin de démontrer la pertinence et la faisabilité de cette méthode, nous avons 

donc choisi de revisiter le modèle d’ubiquitination de la βarrestine. La modulation de 

cette modification post-traductionnelle par les récepteurs β2AR et V2R sera étudié 
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dans un premier temps. Par ailleurs, nous mettrons en évidence la concomitance du 

phénomène d’ubiquitination et de la translocation de la βarrestine à l’un de ses 

partenaires, le V2R.  
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 Abstract 

 
Ubiquitin has emerged as an important regulator of protein stability and 

function in organisms ranging from yeast to mammals. Detecting in situ changes in 

protein ubiquitination without perturbing the physiological environment of cells 

would be a major step forward in understanding the ubiquitination process and its 

consequences. Here we describe a new method to study this dynamic post-

translational modification in intact cells. Using bioluminescence resonance energy 

transfer (BRET), we measured the ubiquitination of βarrestin2, a regulatory protein 

implicated in the modulation of G protein-coupled receptors (GPCRs). In addition to 

allow the detection of basal and GPCR-regulated βarrestin2 ubiquitination in living 

cells, real time BRET measurements permitted the recording of distinct ubiquitination 

kinetics that are dictated by the identity of the activated receptor. The ubiquitination 

BRET assay should prove to be a useful tool to study the dynamic ubiquitination of 

proteins which cellular functions are regulated by this post-translational event. 
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Introduction 

 
Ubiquitination is a rapid and reversible post-translational modification involved 

in numerous aspects of biology. The 76-residue polypeptide ubiquitin fulfils essential 

functions in eukaryotes through its covalent attachment to other intracellular proteins 
1,2. Historically, the best-characterized role for this modification is the targeting of 

proteins for degradation by the 26S proteasome following the transfer of an ubiquitin 

chain of at least four units that is referred to as poly-ubiquitination 3. More recently, 

the addition of a single ubiquitin on one (mono-ubiquitination) or multiple (multi-

ubiquitination) protein sites has been described 4.  In these cases, the post-

translational modification was found to serve as a reversible signal involved in a 

variety of key cellular functions including intracellular signalling, sub-cellular 

localisation and protein–protein interactions. 

 

Despite the growing interest raised by the diversity of cellular functions that 

might be influenced by ubiquitination, studies have been limited by the lack of tools 

allowing the monitoring of its dynamic regulation. Classically, the ubiquitination state 

of proteins is followed by Western blot analysis using anti-ubiquitin antibodies. 

Although very useful to determine whether a protein is ubiquitinated or not, these 

assays are poorly adapted to the dynamic nature of the ubiquitination/deubiquitination 

cycles. In order to monitor the ubiquitination process in living cells, we took 

advantage of a bioluminescence resonance energy transfer (BRET) method permitting 

the real-time detection of protein-protein interaction in vivo. This technique is based 

on the non-radioactive transfer of energy between a luminescent energy donor (for 

example, Renilla-luciferase; Rluc) and a fluorescent energy acceptor (ex: a Green 

Fluorescent Protein; GFP). The strict dependence on molecular proximity between 

donor and acceptor molecules for energy transfer (<100 Å) makes it a system of 

choice for monitoring intermolecular interactions. This method has recently been 

used to study both constitutive and regulated protein-protein interactions 5 but has 

never been employed to investigate post-translational modifications such as 

ubiquitination.   
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βarrestin 2 (βarrestin), a versatile adaptor protein involved in the regulation of 

G protein- coupled receptor (GPCR)-signaling 6 has recently been shown to be 

ubiquitinated in response to receptor activation 7. Based on the stability of their 

interaction with βarrestin, two broad classes of GPCR can be distinguished8,9. GPCRs 

known as class A receptors (ex: the β2-adrenergic receptor, β2AR) interact only 

transiently with βarrestin following their activation whereas so called class B 

receptors (ex: the V2-vasopressin receptor, V2R) form stable complexes with βarrestin 

upon activation. Interestingly, recent findings 10 propose a link between the dynamics 

of βarrestin ubiquitination and the nature of its interaction with the activated receptor: 

a stable interaction being correlated to a sustained ubiquitination pattern whereas a 

transient interaction is accompanied by a short-lived ubiquitination. The existence of 

distinctly regulated ubiquitinated pattern of βarrestin makes it a particularly well-

suited model to assess whether BRET can be used to faithfully monitor the dynamic 

regulation of protein ubiquitination in living cells.  
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Results  

 
Ubiquitination of βarrestin monitored by BRET in living cells. As indicated in 

the introduction, BRET has successfully been used to assess protein-protein 

interactions. Since ubiquitination results from the covalent attachment of ubiquitin to 

a specific protein substrate, BRET should be adapted to monitor this post-

translational modification in living cells. Indeed, the covalent attachment of a GFP-

ubiquitin fusion protein to a substrate fused to Renilla luciferase (Rluc) should bring 

the Rluc and GFP moieties within BRET permissive distance resulting in a detectable 

BRET signal. To determine if BRET can be used to study ubiquitination of βarrestin, 

N-terminally tagged Renilla luciferase-βarrestin (Rluc-βarrestin) and green 

fluorescent protein-ubiquitin (GFP2-Ubi) fusion proteins were constructed. The two 

Lysines 48 and 63 of GFP2-Ubi were replaced by alanine residues in order to limit the 

formation of poly-GFP2-Ubi chains 11 which could cause quenching and/or 

interference phenomena by bringing into close proximity GFP2 moieties and hence 

lead to a decrease BRET signal. Indeed, the transfer of energy between Rluc and 

GFP2 can be initiated in cells co-expressing Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi by the 

addition of the luciferase substrate DeepBlueC coelanterazine that readily crosses the 

plasma membrane. The hydrolysis of DeepBlueC coelanterazine leads to the emission 

of light with a spectra that overlaps the excitation spectrum of GFP2
 allowing a non-

radiative transfer of energy known as BRET2 (Fig 1). As shown in figure 2a, co-

expression of a constant level of Rluc-βarrestin with increasing concentration of 

GFP2-Ubi led to an increase of the BRET2 signal. The increase in energy transfer 

progressed hyperbolically as a function of the GFP2-Ubi expression level, indicative 

of a specific interaction between the two proteins 12. The specificity of interaction was 

further confirmed using either a GFP2-tagged-ubiquitin mutant (GFP2-UbiAA) that 

cannot be used in the ubiquitination process as a result of the substitution of its last 

two glycines for alanine residues, or the GFP2 moiety alone. Co-expression of Rluc-

βarrestin with GFP2-UbiAA or GFP2 led to a smaller signal which evolved linearly 

instead of hyperbolically with the increase of the fluorescence/luminescence ratio, 

most likely reflecting random collision (also known as bystander BRET) between 
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Rluc-βarrestin and these two GFP2 constructs. The lack of integration of GFP2-UbiAA 

into proteins was corroborated by Western blot analysis of lysates derived from cells 

expressing GFP2, GFP2-UbiAA or GFP2-Ubi. Indeed, as can be seen in fig. 2b, anti-

GFP antibodies detected a smearing band above 63kDa in the lysates derived from 

cells expressing GFP2-Ubi that most likely reflected ubiquitination of multiple 

proteins. In contrast, only sharp bands that probably correspond to monomeric and 

multimeric forms of the GFP2-tagged-ubiquitin were observed in the lysates of GFP2-

UbiAA expressing cells, confirming the lack of protein ubiquitination with this 

construct. The specific BRET2 signal detected between Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi 

did not result from the ubiquitination of the Rluc moiety of the fusion protein since no 

signal was detected when co-expressing GFP2-Ubi and Rluc alone (fig. 2a). Finally, 

the ability of the GFP2-Ubi protein to be attached to βarrestin was confirmed by 

immunoprecipitation in cells co-expressing Myc-tagged-βarrestin and GFP2-Ubi    

(fig. 2c). Immunoprecipitation of βarrestin followed by a Western blot analysis of the 

immunoprecipitate using an anti-GFP antibody revealed the presence of a GFP2-Ubi 

immunoreactive species that most likely reflects the ubiquitinated population of 

βarrestin.   Taken together, these results demonstrate that the energy transfer between 

GFP2-Ubi/Rluc-βarrestin partners corresponds to a nonrandom clustering of these two 

proteins reflecting the covalent ubiquitination of βarrestin in vivo.  

 

Detection of receptor-mediated changes in βarrestin ubiquitination. In a recent 

study, ex-vivo western-blot analysis suggested that GPCR activation could modulate 

the βarrestin ubiquitination state 7,10. To assess whether BRET could be used to detect 

receptor-regulated ubiquitination in living cells, transfer of energy between Rluc-

βarrestin and GFP2-Ubi, was monitored in the presence of co-expressed β2AR and 

V2R. The BRET2 curves presented in figure 3a reveal that activation of each receptor 

with their selective agonists, isoproterenol (ISO) for the β2AR and arginine-

vasopressin (AVP) for the V2R, significantly increased the BRET2 signal. In contrast, 

ligands were without effect on the bystander BRET2 observed between GFP2-UbiAA 

and Rluc-βarrestin (fig. 3b), confirming the selectivity of the agonist-promoted 

ubiquitination observed with GFP2-Ubi. The agonist-promoted increase in BRET2 
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was found to be dose-dependent (fig. 3c) with EC50s of 140 and 1.8 nM for ISO and 

AVP respectively, consistent with the affinity of these ligands for their receptors.   

 

Concomitant detection of βarrestin ubiquitination and its recruitment to 

activated receptor. Ubiquitination of βarrestin and its recruitment to GPCRs have 

been proposed to be regulated in a coordinated fashion following receptor activation 
10,13. To monitor these two events simultaneously in the same cells, we took 

advantage of the distinct spectral properties of two luciferase substrates that allow 

energy transfer with different fluorescent proteins. Indeed, in addition to DeepBlueC 

coelenterazine, which hydrolysis leads to BRET2 14 between Rluc and GFP2, 

coelenterazine h  displays a distinct emission spectrum that promotes an energy 

transfer known as BRET1 15,16 between Rluc and a distinct variant of GFP, the yellow 

fluorescent protein (YFP).  Thus, Rluc-βarrestin was co-expressed with GFP2-Ubi and 

V2R-YFP and cells were divided into two samples. In one sample, BRET2 was used, 

as before, to monitor βarrestin ubiquitination by assessing the transfer of energy 

between Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi while BRET1 between Rluc-βarrestin and V2R-

YFP was measured in the second sample to monitor the recruitment of βarrestin to the 

receptor.  As shown in figure 4, AVP stimulation promoted an increase of both BRET2 

and BRET1 signals reflecting the concomitant ubiquitination (left panel) and 

recruitment of βarrestin (right panel). Each of the BRET signals detected was specific 

of the particular interaction monitored since no significant transfer of energy was 

observed between Rluc and GFP2 in the presence of coelenterazine h (left panel) nor 

between Rluc and YFP in the presence of DeepBlueC coelenterazine (right panel).  

 

Real time monitoring of distinct βarrestin ubiquitination kinetics. As mentioned 

in the introduction, GPCR can be distinguished in two distinct classes based on their 

profile of interaction with βarrestin. Whereas some receptors (ex: the V2R) form a 

stable complex and remain associated with βarrestin following endocytosis, others 

(ex: β2AR) interact only transiently and dissociate rapidly from βarrestin 8,9. Since it 

has been proposed that the ubiquitination state of βarrestin is intimately linked to its 

interaction profile with the receptors 10, the kinetics of agonist-promoted βarrestin 
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ubiquitination was followed in real time in cells co-expressing β2AR and V2R. Both 

ISO and AVP induced rapid and similar increases in the BRET-detected ubiquitination 

of βarrestin that reached a peak at 2 minutes following activation (fig. 5). The 

evolution of βarrestin ubiquitination patterns then diverged, depending on the identity 

of the receptor activated. While it remained stable for at least 10 minutes following 

V2R activation (fig. 5b and c), it progressively returned toward basal values after 

activation of the β2AR (fig. 5a and c). This reduction in BRET signal most likely 

reflects a deubiquitination process and cannot be attributed to a degradation of 

βarrestin. Indeed, BRET being a ratio-metric measurement (GFP2 emission over Rluc 

emission), the decrease in luminescence resulting from a degradation of Rluc-

βarrestin would lead to an equivalent reduction in the transfer of energy to the 

acceptor fluorophore and thus would not affect the BRET signal. These results 

therefore confirm that in living cells, the dynamics of βarrestin ubiquitination is 

determined by the nature of the activated receptor.  
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Discussion 

 
The aim of this study was to adapt an energy transfer method for the detection 

of protein ubiquitination in living cells.  Using βarrestin as a model, we demonstrate 

that BRET can specifically detect both basal and dynamically regulated ubiquitination 

processes.  Compared to the classical western blot analysis, the use of BRET presents 

several advantages: 1) because the BRET assay is carried out in living cells, it avoids 

the possible signal alterations that could result from cell lysis, protein solubilisation 

or any purification steps needed before the Western blot analysis, 2) the ability to 

follow the evolution of the BRET signal in real time allows to capture the dynamic 

nature of the ubiquitination process, 3) changes in ubiquitination levels resulting from 

specific treatments can be monitored in the same population of cells using BRET 

whereas distinct pool of cells need to be used to analyze such changes by Western 

blot analysis, 4) because of the ratio-metric nature of the BRET technique, a 

reduction in signal truly represents a decrease in ubiquitination and cannot result from 

a degradation of the ubiquitinated protein target.       

 

BRET being a proximity-based assay that had been previously used to detect 

non-covalent protein-protein interactions, it was important to validate that the BRET 

detected between Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi truly reflects the covalent attachment 

of the ubiquitin moiety. This was achieved by comparing the BRET signals obtained 

between Rluc-βarrestin and either GFP2-Ubi, the GFP2-UbiAA mutant, which is unable 

to be covalently attached to a protein, or the GFP2 moiety alone. The BRET signal 

obtained between Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi increased hyperbolically with 

increasing concentration of GFP2-Ubi before reaching a plateau once the covalent 

attachment of ubiquitin to Rluc-βarrestin attained the maximal steady state.  In 

contrast, the smaller and linear BRET signal obtained between Rluc-βarrestin and 

GFP2-UbiAA or GFP2 most likely resulted from random collisions between the two 

proteins, a phenomenon known as bystander BRET 12. Since the UbiAA construct is 

not incorporated in proteins, the concentration of free GFP2-UbiAA available for 

random collision is expected to be equivalent to the one reached with the expression 
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of GFP2 moiety alone, for similar amount of fluorescence. In both cases, the level of 

fluorescent proteins involved in random collision events should be much higher than 

the one attained with GFP2-Ubi for equivalent GFP2 construct expression. It follows 

that the bystander BRET component of the hyperbolic signal observed between Rluc-

βarrestin and GFP2-Ubi should be much smaller than the one observed with GFP2-

UbiAA or GFP2. This is illustrated by the very low signal obtained between Rluc 

moiety alone and GFP2-Ubi protein compared to the one obtained between Rluc-

βarrestin and GFP2-UbiAA or GFP2. This makes GFP2-UbiAA a very stringent control 

that can be confidently used to distinguish between collisional protein-protein 

interactions and covalent ubiquitination of a specific substrate.  

 

Both BRET and immuoprecipitation approaches indicated that βarrestin 

undergoes basal ubiquitination to a significant extent. This may appear somewhat 

different from the report of Shenoy et al 7,10 in which  ubiquitination of βarrestin 

resulted mainly from receptor activation with very little basal ubiquitination being 

detected. The specific reason for this apparent difference is not known but certainly 

pertains to the experimental conditions used. For instance, distinct receptor 

expression levels between the two studies could lead to different level of spontaneous 

signaling activity resulting in distinct levels of basal ubiquitination. Also, the addition 

of exogenous ubiquitin in the form of GFP2-Ubi could favor the ubiquitination 

reaction. Finally, one cannot exclude the possibility that the use of the Rluc-βarrestin 

fusion protein could favor a constitutive ubiquitination reaction. In any case, a 

significant receptor-promoted increase in ubiquitination could be observed despite the 

presence of a basal signal validating the usefulness of the assay.     

     

Indeed, an important aspect of the BRET-based method is its ability to detect 

dynamic changes in the ubiquitination state of the substrate considered and to monitor 

their evolution in time. Interestingly, distinct kinetics of βarrestin ubiquitination 

resulting from the activation of different GPCRs were observed with the 

ubiquitination BRET assay. Activation of the β2AR induced a fleeting βarrestin 

ubiquitination whereas a long lasting ubiquitination of the regulatory protein was 
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observed following activation of the V2R. This is consistent with a previous study 

examining the ubiquitination status of βarrestin at 1 and 15 minutes following 

receptor stimulation 10.  However, since βarrestin is recruited to the activated receptor 

upon agonist stimulation, the detected increase in ubiquitination BRET signal could 

result from the ubiquitination of the receptor itself. To rule out this possibility, we 

showed that no modulation of BRET was observed between β2AR-Rluc or V2R-Rluc 

and GFP2-Ubi upon short agonist stimulation (fig. S1). Hence, the distinct kinetics of 

βarrestin ubiquitination that could be followed in real time, within the same cells, 

provide a proof of principle that the BRET assay can faithfully reflect rapid and 

differential changes occurring following specific stimuli. 

 

As indicated previously, the GFP2-Ubi construct used for the BRET 

experiments lacked the two major sites supporting polyubiquitination in mammals 

(K48 and K63) to prevent the formation of GFP strings that could interfere with the 

energy transfer process. Despite the constraint that such a construct could impose on 

the system, ubiquitination of a protein such as βarrestin, which is believed to be 

polyubiquitinated 7,10, could be readily observed. This may not be surprising given 

that the process of polyubiquitination should permit the attachment of the GFP2-Ubi 

through its terminal glycine to either βarrestin targeted lysine(s) or to growing chains 

of endogenous ubiquitin. Since the use of the GFP2-Ubi construct (lacking the 

polyubiquitination sites K48 and K63) could however interfere with the properties of 

ubiquitinated proteins, we compared the ubiquitination BRET signal obtained with 

this construct to the one monitored with a wild type GFP2-Ubi construct (GFP2-

UbiWT). As expected, a hyperbolic and specific, but lower BRET signal was detected 

between Rluc-βarrestin and GFP2-UbiWT compared to the one obtained with GFP2-

Ubi (fig S2a). Despite the lower absolute BRET signal observed with GFP2-UbiWT, 

similar BRET modulations were observed with both GFP2-Ubi and GFP2-UbiWT 

constructs following agonist stimulation (fig. S2b and c). This indicates that the use 

of GFP2-Ubi do not, per se, interfere with the quality of the results obtained but 

allows an easier detection of BRET signal changes due to the larger absolute values. 



 

 238

The fact that GFP2-UbiWT could be used for ubiquitination BRET assay makes the 

method more broadly applicable. 

 

Besides its usefulness in directly monitoring protein ubiquitination, the BRET 

assay offers the possibility of concomitant detection of additional protein interactions 

involving the ubiquitinated protein.  Taking advantage of two spectrally distinct 

coelanterazines, we demonstrated the feasibility of such dual detection by following 

both the ubiquitination of βarrestin and its recruitment to the V2R in the same cells.  

 

In addition to shed new light on the dynamics of βarrestin ubiquitination in 

living cells, our study represent a proof of principle that resonance energy transfer 

approaches can be successfully used to monitor ubiquitin attachment in real time.  

BRET and possibly FRET could therefore be used to study the ubiquitination of 

various proteins which activity and fate are regulated by this post-translational 

modification. Studies on the growing list of ubiquitin-like proteins that regulate 

diverse cellular functions through their covalent attachment to specific protein 

substrates could also benefit from the advance of ubiquitination BRET assay.  
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Methods 

 
Plasmids. The Rluc-βarrestin construct was generated as previously described 

17 by fusing the Rluc coding sequence in frame to the N-terminus of the rat βarrestin2 

into pcDNA3.1. pGFP2-Ubi was constructed as follow: human ubiquitin was 

amplified by PCR from a pQE32-Ubi plasmid and sub-cloned into pGFP2-C1 

(PerkinElmer BioSignal, Montreal CA) using Bsp1407 and EcoRI restriction sites to 

produce a wild type GFP2-Ubi (GFP2-UbiWT) construct. Ubiquitin was then mutated 

by PCR overlap on lysine 48 and 63 into alanines to avoid polyubiquitination of the 

GFP2-Ubi itself. GFP2-UbiAA plasmid was constructed by amplifying ubiquitin with 

primers containing the mutation of the two C-terminal glycines (G75 and G76) into 

alanines in order to remove the two sites that are believed to be responsible of the 

isopeptide linkage to a substrate lysine residue 18,19. The PCR product was sub-cloned 

into pGFP2-C1 using Bsp1407 and Hind III restriction sites. pcDNA3.1-HA-tagged-

β2AR, pcDNA3.1Myc-tagged-V2R and pRK5-V2R-YFP have been previously 

described 13,20,21. pCMV-Myc-tagged-βarrestin2 was a kind gift from Stephano 

Marullo’s laboratory. 

 

Cell culture and transfection. HEK293 cells were maintained in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 

U/ml penicillin and streptomycin, 2 mM L-glutamine (all from Wisent, St Bruno CA) 

and cultured at 37°C in 5 % CO2. Cells were seeded 24 h before transfection that were 

performed using the calcium phosphate precipitation method 22. Twenty-four hours 

after transfection, supplemented DMEM was renewed and cells cultured for an 

additional 24 h. 

 

BRET measurement. Transfected cells were washed twice with PBS, detached 

in PBS/EDTA and resuspended in PBS/0.1% glucose. Cell number was determined by 

measuring protein concentration using the DC protein assay kit (Bio-Rad, Mississauga 

CA). Freshly dispersed cells were then used for BRET measurements.  
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BRET measurements were obtained using two different sets of energy transfer 

partners. Energy transfer known as BRET2, between Rluc and GFP2 14, was 

determined following the addition of the Rluc substrate, DeepBlueC coelenterazine 

(BioSignal Packard, Montreal, QC) whereas BRET1, between Rluc and YFP 15,16 , 

was assessed in the presence of another Rluc substrate, coelenterazine h.   

 

BRET2 monitoring of βarrestin ubiquitination. Cells co-expressing Myc-

tagged-V2R, HA-tagged-β2AR, Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi constructs were 

distributed in white 96-well Assay Microplates (Corning, NY) at a density of 100,000 

cells/well. BRET2 measurements were collected 20 s following the addition of the 

luciferase substrate, DeepBlueC coelenterazine, at a final concentration of 5 µM. 

Readings were obtained using a modified TopCount NXTTM instrument (Packard 

Bioscience) that allows the sequential integration of the signals detected in the 370–

450 and 500–530 nm windows using filters with the appropriate band pass (Chroma). 

BRET2 signal corresponds to the ratio of the light emitted by the GFP2 (500–530 nm) 

over the light emitted by the Rluc (370–450 nm). The values were corrected by 

subtracting the background ratio value detected when the Rluc constructs were 

expressed alone. For titration experiments, BRET signal is plotted as a function of the 

total fluorescence signal over the total luminescence signal (see below), a ratio used 

as an index of the concentration of GFP2-Ubi (or GFP2-UbiAA) expressed.   

 

BRET1 monitoring of βarrestin recruitment to the V2R receptor. Cells co-

expressing Rluc-βarrestin, GFP2-Ubi and V2R-YFP were divided in two groups. 

While BRET2 was used, as described above, to monitor βarrestin ubiquitination, 

BRET1 between Rluc-βarrestin and V2R-YFP was initiated by the addition of 5 µM 

coelenterazine h and used to monitor the recruitment of βarrestin to the receptor. 

Readings were collected following the addition of AVP 1 µM using the Mithras LB 

940 instrument from Berthold technologies. Emissions at 460-500 nm and 510-550 

nm were recorded using the appropriate filters (F485/F530). Results were analyzed as 

described above by calculating the ratio of the light emitted by the YFP (510-550 nm) 

over the light emitted by the Rluc (460-500 nm). The values were corrected by 



 

 241

subtracting the background ratio value detected when the Rluc constructs were 

expressed alone. 

 

Total fluorescence and luminescence measurements. As described by 

Mercier and al. (ref. 12), cells were dispersed in 96 well plates (white Costar plate 

with clear bottom) at a density of 100,000 cells per well. Total fluorescence of cells 

was measured in a Fluorocount (Packard Bioscience) using an excitation filter at 400 

nM and an emission filter at 510 nM in the case of the GFP2, or an excitation filter at 

485 nM and an emission filter at 530 nM in the case of the YFP. The same cells were 

then incubated for 10 min with coelanterazine h in order to measure the total 

luminescence using a LumiCount instrument (Packard Bioscience). In the case of 

fluorescence, background value detected in untransfected cells was subtracted to give 

a specific fluorescence value. In the case of luminescence, background being 

negligible, absolute values were used. Ratio of total fluorescence over total 

luminescence were then calculated and used as an index of the relative expression of 

the BRET partners. 

 

Immunoblotting and Immunoprecipitation. Cells expressing pcDNA3, GFP2-

UbiAA or GFP2-Ubi were solubilized in lysis buffer A containing 50 mM HEPES 

(pH7.5), 0.5 % Nonidet P-40, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 % (v/v) glycerol, 

NEM 5 mM, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml 

aprotinin, 100 µM benzamidine. Ten µg of proteins were separated on a 12% SDS-

PAGE acrylamide gel and transferred to nitrocellulose for immunoblotting. 

Immunoreactivity was revealed using a rabbit monoclonal antibody raised against 

GFP (Clontech, Mississauga CA and a HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody 

(Amersham) and the NEN chemiluminescence kit (PerkinElmer, Woodbridge CA). 

For immunoprecipitation experiments, cells expressing or not pCVM-Myc-tagged-

βarrestin2 and pGFP2-Ubi were washed three times with ice cold PBS and lysed in 

buffer A for 30 min under rocking at 4°C. Equivalent amount of soluble extracts 

assessed using DC protein assay kit, were incubated with an anti-Myc 9E10 

monoclonal antibody and Protein G agarose beads over night at 4°C under rotation. 
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Bound extracts were washed three times with buffer A and eluted in sample buffer at 

50°C for 30 min. Samples were then resolved on 10% SDS-PAGE electrophoresis gel 

and transferred on nitrocellulose. Basal GFP2-Ubi association to the Myc-tagged-

βarrestin2 was revealed as described above using a rabbit monoclonal anti-GFP 

antibody. Amount of Myc-tagged-βarrestin2 in each condition was controlled a rabbit 

polyclonal anti-Myc antibody (Santacruz). 
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Figures 

 
Figure 1. Schematic representation of the βarrestin ubiquitination BRET2 

assay. Upon degradation of its catalytic substrate (DeepBlueC coelenterazine), the 

Rluc fused to the N-terminus of βarrestin emits a blue light with an emission peak at 

395 nm. If the βarrestin is ubiquitinated, a non-radiative transfer of energy will occur 

between Rluc and the GFP2 fused to the N-terminus of ubiquitin, resulting in 

reemission of light with an emission peak at 510 nm.  

 

Figure 2. Specific BRET2 signal between Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi. a) 

HEK-293 Cells were co-transfected with constant concentrations of Rluc-βarrestin, 

Myc-tagged-V2R and HA-tagged-β2AR DNA constructs and increasing 

concentrations of GFP2-Ubi ( ) or GFP2-UbiAA ( ) or GFP2 (◊) encoding plasmids 

or with a constant concentration of Rluc and increasing concentrations of GFP2-Ubi 

DNAs (■). The data shown represent pooled individual readings obtained from 5 to 8 

independent experiments. The curves were fitted using a non-linear regression 

equation, assuming a single binding site (GraphPad Prism). b) Lysates obtained from 

mocked transfected HEK-293 cells or cells expressing either pGFP2, pGFP2-UbiAA or 

pGFP2-Ubi were resolved by SDS-page and the attachment of ubiquitin to proteins 

assessed by Western blotting using an anti-GFP antibody.  Numbers on the right 

indicate molecular weight of protein markers. The blot shown is representative of two 

independent experiments. c) Immunoprecipitation with an anti-Myc antibody was 

performed on lysates derived from cells expressing pGFP2-Ubi or pGFP2-Ubi and 

pCMV-Myc-tagged-βarrestin. GFP2-Ubi protein associated to the 

immunoprecipitated βarrestin was revealed as in b) with an anti-GFP antibody 

whereas amount of βarrestin immunoprecipitated was controlled with anti-Myc 

antibody. 

 

Figure 3. Detection of GPCR-induced βarrestin ubiquitination.  Cells co-

transfected with a constant concentration of Rluc-βarrestin, Myc-tagged-V2R and HA-
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tagged-β2AR plasmids and increasing concentrations of GFP2-Ubi (a) or GFP2-UbiAA 

(b) constructs were stimulated or not ( ) with ISO 10-5 M (◊) or AVP 10-6 M ( ) for 

120 s before BRET measurement. DeepBlueC coelenterazine was added in the 

continuous presence of the agonists and the BRET measurements were taken 20 s 

following the luciferase substrate addition. The data shown represent pooled 

individual readings obtained from 3 independent experiments.  c) Cells expressing the 

same construct as in a) and displaying a GFP2-Ubi/Rluc-βarrestin expression ratio of 

0.1 ± 0.005 (as assessed by measuring total fluorescence and luminescence signals) 

were stimulated with increasing concentration of ISO (left panel) or AVP (right panel) 

for 120 s. BRET measurements were then collected as in a). The curves shown 

represent the mean ± S.E. of three independent experiments.  

 

Figure 4.  Cells co-transfected with Rluc-βarrestin, V2R-YFP and GFP2-Ubi 

were stimulated with 1 µM AVP or vehicle, for 10 minutes. DeepBlueC 

coelenterazine (BRET2; left panel) or coelenterazine h (BRET1; right panel) were 

then added in the continuous presence of the agonist and BRET measurements 

collected 20 s following the addition of the luciferase substrate to monitor Rluc-

βarrestin ubiquitination or its recruitment to V2R-YFP respectively. Bar graphs 

shown represent the mean ± S.E. of three independent experiments. The lack of cross-

talk between BRET1 and BRET 2 in the same samples was verified by measuring the 

BRET signal between  Rluc-βarrestin and GFP2-Ubi in the presence of coelanterazine 

h for BRET2 and between  Rluc-βarrestin and V2R-YFP in the presence of 

DeepBlueC for BRET1. Virtually no cross-talk signal was observed (right side of 

each panel). Statistical significance of the difference was assessed using paired 

Student’s t-test. (*) indicates p< 0.05.  

 

Figure 5. Real-time assessment of receptor stimulated βarrestin ubiquitination. 

Cells co-transfected with Rluc-βarrestin, Myc-tagged-V2R, HA-tagged-β2AR and 

GFP2-Ubi (GFP2-Ubi over Rluc-βarrestin ratio of 0.1 ± 0.005) constructs, were 

incubated in the presence of DeepBlueC coelenterazine immediately before 
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stimulation with ISO 10-5 M (◊; a and c) or AVP 10-6 M ( ; b and c). BRET2 

measurements were then collected immediately every 10 seconds in the continued 

presence of the agonists for 10 minutes. a) and b) The real-time agonist-promoted 

increases in BRET are represented as the difference in the absolute BRET values 

obtained in the presence and in the absences of ISO or AVP.  c) Compilation of three 

independent experiments carried out as in a) and b). The data shown represent the 

mean ± S.E. and are expressed in percentage of the maximal BRET2 signal obtained 

for each curve.  

 

Figure S1. Cells co-transfected with a constant concentration of pcDNA3.1-

β2AR-Rluc  (a) or pcDNA3.1-Myc-tagged-V2R-Rluc plasmids (b) and increasing 

concentrations of GFP2-Ubi constructs were stimulated or not with ISO 10-5 M AVP 10-

6 M for 60 s before BRET measurement. DeepBlueC coelenterazine was added in the 

continuous presence of the agonists and the BRET measurements were taken 20 s 

following the luciferase substrate addition. The data shown represent pooled 

individual readings obtained from 3 independent experiments. 

 

Figure S2. a) Cells were co-transfected with constant concentrations of Rluc-

βarrestin, Myc-tagged-V2R and HA-tagged-β2AR DNA constructs and increasing 

concentrations of GFP2-Ubi ( ) or wild type GFP2-Ubi (GFP2-UbiWT) (■) encoding 

plasmids. The data shown represent pooled individual readings obtained from 3 

independent experiments. The curves were fitted using a non-linear regression 

equation, assuming a single binding site (GraphPad Prism). b) and c) Cells expressing 

the same construct as in a) and displaying a fluorescence/luminescence expression 

ratio of 0.1 ± 0.005 were stimulated with ISO 10-5 M or AVP 10-6 M for 120 s before 

BRET measurement. Data represent the mean ± S.E. of 4 independent experiments 

monitoring the agonist effect on the absolute BRET values obtained between Rluc-

βarrestin and GFP2-UbiWT (b) or GFP2-Ubi (c). One way ANOVA test were 

performed using GraphPad Prism software and (*) indicates p < 0.05. 
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DISCUSSION GENERALE 

 

Le développement des connaissances concernant la signalisation cellulaire a 

mis en exergue l’incroyable complexité des phénomènes de tranfert d’information 

intracellulaire. Le cas des GPCR illustre parfaitement cette évolution. Le modèle 

décrivant l’interaction d’un récepteur fidèlement couplé à une protéine G et par son 

intermédiaire à un effecteur spécifique, a été transformé en un schéma bien moins 

linéaire. Dans ce cas, le récepteur qui adopte un état dimérique constitutif, s’associe 

éventuellement avec d’autres récepteurs formant rangs de dimères ou autres 

hétérodimères et est couplé à différentes protéines G par l’intermédiaire desquelles il 

initie l’activation de plusieurs effecteurs. A cette vision simpliste vient en outre 

s’ajouter la capacité de ce récepteur dimérique de coupler certaines voies de 

signalisation indépendamment des protéines G et stimuler de manière directe des 

récepteurs de nature différente, tel que les RTK par exemple.  

 

Dans ce contexte, la vision d’une membrane ou d’un cytosol fluides dans 

lesquels flotteraient joyeusement les protéines impliquées dans la signalisation tout en 

interagissant avec leurs différents partenaires au grès des courants, semble 

particulièrement inappropriée. Ce paradoxe entre la complexité des réseaux de 

signalisation et le manque apparent pour la cellule d’outils permettant de contrôler la 

fidélité et la précision de la composition des complexes protéiques a donc conduit au 

développement du concept de compartimentation. En dehors des processus assurant la 

compartimentation, membranaire, dans le cas des récepteurs membranaires, d’autres 

mécanismes participent également à la régulation de la composition des complexes 

protéiques. Ils concernent la modulation des interactions protéiques par des protéines 

dévouées à en réguler la dynamique par exemple ou encore par des phénomènes de 

modification post-traductionnelle qui aboutissent à en modifier les caractéristiques.  

 

Les différentes publications présentées dans ce travail s’intéressent donc à 

certains des processus visant à contrôler la composition des complexes protéiques 
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impliqués dans la signalisation des GPCR. La publication N°1 concernait le rôle des 

rafts dans la signalisation du β2AR. La modulation des interactions protéiques par 

l’intermédiaire de la protéine chaperone NSF et du rôle de son interaction avec le 

récepteur GABAB faisait l’objet de la publication N°2. Finalement, la problématique 

de la publication N°3 tournait autour du rôle de l’ubiquitination dans la modulation 

des capacités de liaison de la βarrestine et du développement d’une méthode 

permettant d’en suivre l’évolution dynamique. 

 

LE RÔLE DES RAFTS DANS LA SIGNALISATION   

LE CAS DU RÉCEPTEUR β2-ADRÉNERGIQUE 

En théorie, la co-compartimentation des protéines impliquées dans une voie de 

signalisation donnée, devrait favoriser l’efficacité de transfert du signal.  

Défiant ce prédicat logique, la co-localisation préférentielle du récepteur β2AR 

et de ses partenaires de signalisation, la protéine Gs ou encore l’adénylyl cyclase dans 

les caveolaes (Rybin et al., 2000; Xiang et al., 2002a) s’accompagne d’un couplage 

restreint entre le récepteur et l’adénylyl cyclase (Laflamme and Becker, 1998) dans le 

coeur. Ces données suggèreraient donc que la présence du récepteur dans ces 

microdomaines inhibe son activité. L’augmentation de couplage observée à l’issu 

d’une déplétion en cholestérol réalisée avec de la filipin ou encore de la cyclodextrine 

confirme cette idée (Rybin et al., 2000; Xiang et al., 2002a).  

Les résultats présentés dans la publication N°1 corrèlent parfaitement 

l’ensemble de ces observations. La déplétion en cholestérol effectuée avec de la 

cyclodextrine ou encore de la cholestérol oxydase (données non présentées) conduit 

ainsi à une nette augmentation de l’efficacité de couplage du récepteur à l’AC. En 

outre, la technique de purification préalablement employée sur des cardiomyocytes 

(Technique de Song) permet d’observer dans des cellules HEK293 un co-

fractionnement du récepteur, de la Gs et de l’AC dans des fractions enrichies en 

marqueurs de raft, la flottiline ou le lipide GM1.  
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Le parallèle prend néanmoins fin avec l’absence de co-localisation entre le 

récepteur et le lipide GM1. Le lipide GM1 n’étant pas nécéssairement enrichi dans 

tous les types de rafts, ces données pourraient avoir deux significations différentes : 

1) le récepteur n’est pas localisé dans des microdomaines membranaires, 2) le 

récepteur est localisé dans des microdomaines de nature différente des rafts contenant 

GM1. Dans tous les cas, cette analyse nous a conduit à caractériser plus avant 

l’association du récepteur, de Gs et de l’AC aux rafts. L’utilisation d’une technique 

de purification reposant sur la résistance au TritonX100 a ainsi mis clairement en 

évidence les propriétés distinctes d’association de ces trois protéines aux rafts 

résistants aux détergeants. Si une proportion significative de Gs et d’AC se distribue 

dans les fractions légères résistantes au Triton, la quasi totalité du récepteur est 

solubilisée. Ces résultats suggèrent donc fortement que le récepteur et ses partenaires 

de signalisation présentent une distribution membranaire latérale différente dans notre 

système d’étude.  

La perturbation de l’intégrité des rafts à l’aide de cyclodextrine, induirait la 

libération à l’état basal d’un nouveau pool de Gαs et d’AC et conduirait à 

l’augmentation de l’efficacité maximale de couplage du récepteur. Ce modèle serait 

en outre consistant non seulement avec l’augmentation de l’activité cyclase basale 

mais aussi avec celle de l’activité de la PKA, ce dernier phénomène conduisant à la 

phosphorylation du β2AR. En défavorisant l’adoption par le récepteur d’une 

conformation présentant une haute affinité pour la protéine G, PKA limite ainsi 

l’augmentation détectée du couplage du récepteur à la cyclase. Cette analyse qui est 

consistante avec l’implication de PKA dans les mécanismes classiques de 

désensibilisation fonctionnelle du récepteur, est supportée par le comportement du 

récepteur β2AR muté au niveau de ses sites PKA. A l’issu d’une déplétion en 

cholestérol, la conformation de haute affinité du récepteur pour sa protéine G n’est 

pas modifiée, tandis que son couplage à l’AC est augmenté de façon supérieure à 

celui du récepteur sauvage. 

La compartimentation membranaire différentielle du β2AR et de ses partenaires 

de signalisation mènerait ainsi à la formation d’un pool de réserve d’effecteurs du 

récepteur dont la disponibilité basale serait régulée par la concentration membranaire 
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en cholestérol. La modulation de cette dernière en conditions physio-pathologiques 

pourrait avoir des conséquences importantes concernant l’efficacité de signalisation 

du récepteur.  

En soulignant à nouveau la difficulté d’établir expérimentalement la présence 

d’une protéine dans des microdomaines membranaires, cette étude illustre néanmoins 

l’importance de la compartimentation différentielle des protéines de la signalisation 

dans la spécificité de couplage d’un récepteur. Que sa localisation soit ou non 

latéralement restreinte, les propriétés de couplage du β2AR sont dépendantes de 

l’intégrité des microdomaines enrichis en cholestérol dans la membrane.  

 

D’AUTRES RÉCEPTEURS 

La signalisation des récepteurs dopaminergiques (Li et al., 2000), CXCR1 (Jiao 

et al., 2005), OR (Fig 19) (Rimoldi et al., 2003), B2R (Hur et al., 2004) ou encore 

CaR (Hjalm et al., 2001) semble également fortement influencée par leur éventuelle 

présence dans les rafts. Cette localisation s’accompagnerait ainsi d’un couplage 

spécifique aux protéines G ou à des voies de signalisation particulières. La présence 

dans les rafts des récepteurs de l’EGF (Fig 21), du TGFβ, de l’insuline (Fig 20) ainsi 

que des récepteurs impliqués dans la réaction lymphocytaires, le FcεRI, le TCR ou 

encore le TNFR (Fig 18) semble également jouer un rôle régulateur essentiel dans la 

formation de complexes de signalisation qui leur sont associés.  

 

De manière intéressante, plusieurs de ces exemples illustrent l’inadéquation 

existante entre perturbation de la compartimentation et perte de l’efficacité de la 

signalisation. Les cas de l’OR ou du TNFR sont particulièrement parlant à ce titre. 

Dans le contexte des rafts, chacun de ces récepteurs présente une affinité supérieure 

vis à vis d’une voie de signalisation donnée. Leur délocalisation ne s’accompagne 

cependant pas d’une perte de signal mais au contraire de l’association à une voie aux 

propriétés distinctes. A la lumière de ces considérations, l’idée d’un rôle inhibiteur 

des microdomaines dans la régulation de la signalisation pourrait ainsi être réévaluée. 

La méconnaissance éventuelle de la diversité des voies de signalisation associées à un 
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récepteur pourrait en effet mener à l’idée érronée qu’il adopte une conformation 

inactive au sein des microdomaines. La définition de conformation inactive s’avérant 

relever d’un concept particulièrement relatif, les exemples de l’EGFR (Mineo et al., 

1999) ou encore de la rhodopsine (Mitchell et al., 1990) pour lesquels la présence 

dans les rafts est perçue comme restrictive quant à leur activité, pourrait ainsi être 

revisités avec surprise. 

 

LE POINT DE VUE PHARMACOLOGIQUE  

La rigidité de l’environnement membranaire correspondant aux microdomaines 

de type raft pourrait ainsi limiter considérablement la diversité des conformations 

adoptées par un récepteur donné et constituer un frein mécanique à certains 

mouvements allostériques. Ce faisant, la localisation différentielle d’un récepteur 

dans divers compartiments membranaires menerait à la formation de sous populations 

de ce dernier caractérisées par des champs allostériques distincts et des affinités 

spécifiques vis à vis de divers ligands. La localisation des récepteurs membranaires 

dans les rafts ou dans des microdomaines associés pourrait par exemple expliquer 

certaines des conséquences fonctionnelles observées avec les agonistes inverses 

(Audet et al., 2005; Azzi et al., 2003; Reversi et al., 2005; Wei et al., 2003). En 

favorisant certaines conformations d’un récepteur donné, un ligand pourraient en 

retour modifier l’affinité d’un récepteur pour des structures membranaires 

spécifiques. L’exemple de l’EGFR est encore une fois très éclairant à ce sujet. Il a été 

proposé que sa présence dans les rafts s’accompagne d’une conformation défavorisant 

sa dimérisation (Mineo et al., 1999) et son affinité vis à vis de l’EGF (Pike, 2003). 

Comme nous l’avons vu, en fonction de la concentration d’EGF, le récepteur est 

internalisé par l’intermédiaire des puits recouverts de clathrine ou encore par une voie 

dépendante de la cavéoline (Chen and De Camilli, 2005; Sigismund et al., 2005) (Fig 

23). Ces deux comportements différents reflètent fort probablement l’association du 

récepteur à des complexes moléculaires distincts, comme l’indique la relation entre 

son ubiquitination, la liaison directe aux protéines Cbl et Eps15 (de Melker et al., 

2004a; de Melker et al., 2004b) et son internalisaiton par les caveolaes (Sigismund et 
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al., 2005). La diminution de l’affinité de l’EGFR pour l’EGF dans le contexte des 

rafts, pourrait ainsi expliquer pourquoi de fortes concentrations d’EGF sont 

nécessaires à l’induction de la voie d’internalisation par les caveolae et à son ultime 

dégradation. Cette idée est consistante avec la nécessité pour plusieurs récepteurs 

(EGF, Insulin ou encore TCR) ou protéines telles que H-ras, de sortir des rafts à l’issu 

de leur activation (Mineo et al., 1996; Roy et al., 2002) et d’internaliser par 

l’intermédiaire des puits recouverts de clathrine (Ceresa et al., 1998; Roy et al., 2002; 

Vieira et al., 1996). Ce mouvement à l’extérieur des rafts mettrait ainsi en jeu, un rôle 

de dispatcher (ou de trillage) de ces microdomaine. Des observations récentes par le 

groupe de Di Fiore (Puri et al., 2005) ont en effet mis en évidence le recrutement des 

composants du manteau de clathrine (AP2 et  clathrine) au niveau des rafts à l’issu de 

l’activation de l’EGFR. Ce rôle de trillage des rafts pourrait en outre se révéler 

spécifique vis à vis des différents éléments d’un même complexe de signalisation. 

Des données récentes montrent que l’activation du β2AR conduit à l’internalisation 

du récepteur par l’intermédiaire des CCP et à celle de la protéine Gαs par 

l’intermédiaire de la voie raft/caveolae (Hynes et al., 2004b; Allen et al., 2005). Une 

telle délocalisation des différents composants d’un complexe de signalisation met un 

frein évident au signal émanant du récepteur, tout en supportant la propagation du 

signal vers des voies de transduction parallèles. L’implication de Gαs dans la 

régulation de la dégradation de l’EGFR pourrait en constituer un exemple (Zheng et 

al., 2004).  

 

En conclusion, les dernières années ont permis une accumulation 

impressionante de données concernant l’importance des rafts dans l’initiation et la 

régulation des complexes de signalisation dans les cas des récepteurs de l’EGF, de 

l’insuline, du TNF, ou encore des récepteurs TCR ou FcεRI (Golub et al., 2004; Itoh 

et al., 2002; Simons and Toomre, 2000). Plus que des domaines concentrant les 

protéines, ces structures pourraient constituer des zones de trillage et de remaniement 

des complexes de signalisation. Ce faisant, les propriétés d’association des récepteurs 

membranaires à ces microdomaines vont définir de manière dynamique la spécificité 

de couplage de ces derniers mais également les voies de transport qu’ils empruntent à 
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l’issu de leur activation. Bien que plusieurs observations suggèrent qu’une telle 

fonction puisse s’étendre à la famille des GPCR (Li et al., 2000; Jiao et al., 2005; 

Hjalm et al., 2001; Hur et al., 2004; Rapacciuolo et al., 2003; Rimoldi et al., 2003), la 

diversité des récepteurs appartenant à cette famille constitue un frein évident à la 

généralisation de cette idée. Les résultats présentés dans cette étude tendent 

néanmoins à indiquer qu’au-delà des difficultés liées à l’étude même des 

microdomaines membranaires, cette hypothèse peut se révéler appropriée dans le cas 

du β2AR. 

Il sera ainsi intéressant dans l’avenir d’évaluer dans quelle mesure des 

évènements de régulation phare de la signalisation associée aux GPCR pourraient être 

dépendants de la compartimentation membranaire. Le recrutement de la βarrestine est 

à ce titre fort intéressant. Dans les photorécepteurs, l’arrestine est transloquée au 

niveau de domaines riches en cholestérol, suggèrant que la localisation membranaire 

de cette protéine ne soit pas uniquement déterminée par sa liaison au récepteur et joue 

un rôle dans la régulation de sa fonction (Lee and Montell, 2004; Nair et al., 2002). 

Par ailleurs, son implication dans les phénomènes de transactivation des voies de 

signalisation liées à l’EGFR et sa liaison à des protéines tyrosines kinases telles que 

src, Hck ou Yes, classiquement associées aux microdomaines ordonnés est 

particulièrement intriguante (Lefkowitz and Shenoy, 2005).  L’importance des rafts 

dans la transactivation de l’EGFR par l’AT1R, un récepteur recrutant la βarrestine 

avec une grande affinité pourrait supporter de telles hypothèses (Olivares-Reyes et 

al., 2005; Ushio-Fukai et al., 2001).  

 

Comme nous le verrons au paragraphe suivant, la fonction de la protéine NSF 

dans la régulation de l’activité de couplage du récepteur GABAB pourrait également 

se trouver lier à la présence de ces deux protéines dans les rafts. Cela serait d’ailleurs 

réminiscent du rôle de NSF dans sa fonction de modulation des complexes de 

SNARE présents à l’issu du phénomène de fusion membranaire dans des domaines 

membranaires de type raft (Lafont et al., 1999).  
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RÔLE DE LA PROTÉINE CHAPERONE NSF 

Les différentes observations présentées dans l’étude N°2 suggèrent que NSF 

participe à la régulation de l’efficacité de signalisation du récepteur GABAB. La 

liaison directe de cette AAA ATPase au récepteur semble nécessaire à sa 

désensibilisation. Ce phénomène d’atténuation de l’activité du GABAB serait 

dépendant du recrutement par le récepteur de la protéine PKC et s’accompagnerait de 

la déstabilisation de l’interaction entre le récepteur et la protéine NSF. 

CARACTÉRISATION DE LA LIAISON DE NSF AU GABABR 

En plus de confirmer l’interaction mise en évidence entre la sous unité GBR2 

du récepteur GABAB et la protéine NSF par complémentation chez la levure, les 

expériences de liaison réalisées in vitro entre la protéine NSF purifiée et une protéine 

GST fusionnée à la queue c-terminale du GBR1 ou du GBR2, ont permis d’en 

déterminer des caractéristiques importantes. L’activité biologique de NSF étant le 

plus souvent dépendante de son activité ATPasique (Whiteheart and Matveeva, 

2004), il semblait important d’évaluer l’influence de cette dernière sur les propriétés 

de liaison de NSF aux différentes deux récepteurs. 

Comme cela avait été montré dans le cas des SNARE (Brunger and DeLaBarre, 

2003) ou du récepteur GluR2 (Hanley et al., 2002; Song et al., 1998), la liaison de 

l’ATPase au GABABR semble fortement favoriser par l’inhibition de son activité 

enzymatique à l’aide de nucléotides non hydrolysables par exemple. Confirmant que 

l’intégrité de l’ATPase est importante dans un contexte biologique, la co-

immunoprécipitation entre NSF et chacune des deux sous unités est inhibée par un 

traitement au NEM, un agent alkylant, inhibant définitivement son activité 

catalytique. 

 

Contrairement à nombre de protéines caractérisées par leur liaison exclusive à 

l’une ou l’autre des sous unités de l’hétérodimère GABABR, 14-3-3 (Couve et al., 

2001) ou CREB2/ATFx (White et al., 2000) par exemple, NSF semble donc lier de 

manière équivalente, à la fois les homodimères GBR1 et GBR2, mais aussi leur forme 
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hétérodimérique. L’interaction directe de NSF et de la région coiled coil de la sous 

unité GBR2 par double hybride, suggère en outre que cette liaison s’établisse au 

niveau du domaine coiled coil de l’hétérodimère.  

 

Si la co-immunoprécipitation entre NSF et le récepteur GBR1 suggère qu’NSF 

soit impliqué dans le transport de l’hétérodimère vers la membrane, c’est cependant 

sa propriété de liaison à la forme active de l’hétérodimère à la surface membranaire 

qui nous a tout particulièrement intéressés. 

 

UN MODÈLE POTENTIEL DE L’ACTION DE NSF 

L’importance de l’activité ATPasique de NSF dans sa liaison à l’hétérodimère 

suggère que sa fonction envers le récepteur GABAB nécessite son rôle de chaperone 

protéique. Ces données supportent l’établissement d’un parallèle entre le cas étudié et 

l’interaction de NSF aux SNARE au cours de la fusion membranaire. Un tel 

rapprochement conduit à deux hypothèses principales : 1) NSF module l’interface 

coiled coil des deux sous unités GBR1/GBR2; 2) NSF contrôle l’interaction du 

récepteur avec d’autres partenaires protéiques impliqués dans sa désensibilisation. 

Ces deux hypothèses ne sont néanmoins pas exclusives. Dans le contexte ou certains 

partenaires de signalisation interagissent spécifiquement à l’une ou l’autre des deux 

sous unités,  La modulation de l’interface superhélicoïdale du GABABR par NSF 

pourrait donner l’occasion à de telles protéines d’interagir avec l’une ou l’autre des 

sous unités de l’hétérodimère. 
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Figure 30. Caractérisation de la liaison précise de NSF à la sous unité GBR2.  

Comme dans la figure 29, a) séquence détaillée des queues c-terminales cytosoliques de GBR1 et GBR2. Les trois 

acides aminés impliqués dans la liaison de NSF au GBR2 sont indiqués en orange D806K807D808. Le résidu 

K905 de GBR1 est indiqué en fuschia.  b) Représentation shématique de l’arrangement (vue du dessus et en 

descendant) adopté par les deux régions coiled coil de GBR1 et GBR2 (Figure réalisée à partir des résultats de 

(Kammerer et al., 1999). Le résidu K905 (entouré en fushia) pointe vers l’interface hydrophobe du coiled coil. 

L’effet déstabilisateur de sa charge positive pourrait être tamponné par le résidu D806 (entouré en orange) présent 

chez GBR2. La flèche violette représente la formation potentielle d’un pont ionique entre ces deux résidus. 

A 

B  
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La caractérisation plus précise du site d’interaction de NSF à la sous unité 

GBR2 par des méthodes de co-immunoprécipitation entre des récepteurs mutants de 

GBR2 et la protéine est informative à ce sujet. NSF lierait la région coiled coil de 

GBR2 par l’intermédiaire de trois résidus D806K807D808 (SP résultats non publiés). La 

modélisation de la structure du coiled coil dans cette région positionne le résidu D806 

comme un élément important dans sa stabilité (Fig 30) (Kammerer et al., 1999). En 

effet, en interagissant avec le résidu K905 de la sous unité GBR1, le résidu D806 

tamponnerait les effets déstabilisants de la charge positive de la lysine dans 

l’environnement hydrophobe du cœur de la structure superhélicoïdale (Kammerer et 

al., 1999) (Fig 30).  

En conséquence, la liaison de NSF à ce résidu constituerait un levier efficace à 

la déstabilisation du coiled coil formé entre les deux récepteurs. La seule pertubation 

de la liaison ionique instaurée entre les résidus D806 de GBR2 et K905 de GBR1 

pourrait potentiellement induire une déstabilisation du coiled coil.  

 

DYNAMIQUE DE LA LIAISON DE NSF À L’HÉTÉRODIMÈRE  

L’importance de l’intégrité de l’ATPase de NSF dans son association au 

récepteur suggère qu’à l’état basal, l’activité enzymatique de la protéine soit inhibée. 

A l’issu de l’activation du récepteur, la déstabilisation de la liaison de NSF à 

l’hétérodimère serait par contre consistante avec une augmentation de son activité 

ATPasique.  

Les similitudes entre l’association NSF/GABABR et NSF/SNAP/SNARE nous 

ont conduit à proposer l’hypothèse que la phosphorylation de NSF par PKC soit à 

l’origine de la dissociation entre NSF et le récepteur observée en présence de GABA. 

Dans le cas de l’exocytose des neurotransmetteurs, PKC phosphoryle la AAA 

ATPase et inhibe son association au complexe de SNARE (Matveeva et al., 2001). 

Cette hypothèse semble cependant infirmée dans notre cas puisqu’aucun changement 

dans le niveau de phosphorylation de l’ATPase n’est détectable à l’issu d’un 

traitement au GABA ou au PMA. L’implication de PKC dans la perturbation de 

l’interaction NSF/GABABR peut trouver explication à travers un modèle alternatif. 
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Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre d’introduction, le dimère Gβγ interfère 

[le lecteur est référé au § concernant la régulation des canaux potassiques; (Wada et 

al., 2000)] avec l’activité des domaines de liaison à l’ATP retrouvé entre autres, chez 

NSF (Fig. 24) (Whiteheart and Matveeva, 2004). Dans le cadre de nos résultats, cette 

hypothèse pourrait constituer une base intéressante à un modèle d’étude où 

l’association basale de NSF au récepteur serait favorisée par l’interaction de l’ATPase 

avec le dimère Gβγ. A l’issu de l’activation du récepteur et du recrutement de PKC. 

La phosphorylation du GABABR par la kinase conduirait au déplacement du dimère 

Gβγ et à la levée de l’inhibition de l’activité ATPasique de NSF. Dans son état lié à 

l’ADP, NSF verrait alors sa liaison au récepteur diminuer, hypothèse consistante avec 

la caractérisation des propriétés de liaison de NSF aux récepteurs déterminées par des 

expériences de liaison in vitro.  

 

LE RÔLE DE NSF DANS LA DIFFUSION LATÉRALE 

L’interaction de NSF avec divers récepteurs, le GluR2 (Lee et al., 2004b), le 

β2AR (Cong et al., 2001; McDonald et al., 1999)ou encore le CRLR (Bomberger et 

al., 2005b) a été impliquée dans la régulation de leur transport et plus 

particulièrement de leur recyclage vers la surface à l’issu de leur endocytose. Dans 

notre cas, l’interaction de NSF et du GABABR ne semble pas jouer de rôle dans un tel 

processus, puisque la présence du récepteur à la surface ne semble pas modifiée par 

son activation (Fairfax et al., 2004; Perroy et al., 2003). De manière intéressante, NSF 

interagit avec un autre GPCR n’internalisant que marginalement, le récepteur D3-

dopaminergique (D3R; (Fairfax et al., 2004; Zou et al., 2005).  

Des résultats obtenus récemment avec le GluR2 suggèrent que NSF pourrait 

également être impliquée dans la régulation de la diffusion latérale du canal ionique 

en controllant l’interaction de GluR2 avec une protéine d’échafaudage modulant son 

internalisation, PICK1 (Fig 22) (Gardner et al., 2005; Steinberg et al., 2004). Au vu 

de résultats récents reliant la régulation de l’activité du récepteur GABABR à sa 

présence dans les rafts (Becher et al., 2004), une telle hypothèse pourrait également se 

révéler pertinente dans le cas de ce récepteur. Cette idée est en outre supportée par la 
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présence constitutive dans les rafts non seulement du récepteur (SP résultats non 

publiés), comme cela l’avait été observé dans les neurones de cortex de rat (Becher et 

al., 2001), mais aussi de NSF (SP résultats non publiés; (Schnitzer et al., 1995)).  

Nous avons vu dans le chapitre d’introduction que les rafts étaient 

vraisemblablement de petites structures de l’ordre de 10nm (Mayor and Rao, 2004; 

Sharma et al., 2004). Leur agrégation à l’issu de la multimérisation de protéines 

membranaires ou de remaniements du cytosquelette sous cortical constituerait un 

événement très important dans la régulation des phénomènes de signalisation. Dans 

ce contexte, l’un des rôles possibles de NSF pourrait être de contrôler cette 

événement d’agrégation.  

Comme indiqué précédemment, la filamine semble interagir avec la sous unité 

GBR2 de l’hétérodimère [voir référence (Calver et al., 2002)]. L’association de cette 

protéine aux rafts et aux cytosquelettes d’actine ajoutée à son implication récente 

dans la modulation de la diffusion membranaire du D3R (Kim et al., 2005a) en font 

un candidat solide dans le cadre de nos résultats. Le contrôle par NSF de l’interaction 

entre GBR2 et la filamine pourrait ainsi constituer un mécanisme potentiel de 

régulation de la diffusion latérale du récepteur et de sa subséquente désensibilisation. 

Un scénario intéressant pourrait reposer sur la déstabilisation constitutive de 

l’interaction entre la filamine et le GABABR par NSF. La libération de NSF à l’issu 

de l’activation du récepteur permettrait alors la stabilisation de l’interaction du 

récepteur avec la filamine et l’immobilisation de ce dernier à travers son association 

indirecte au cytosquelette. La régulation de l’activité du récepteur ne reposerait donc 

pas sur la modulation de sa présence dans les rafts, mais plutôt sur le contrôle de la 

mobilité des microdomaines l’environnant et leur niveau d’agrégation.  
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Figure 31. Rôle de NSF dans la régulation du récepteur GABAB.  

A l’état basal, le récepteur est présent dans des structures membranaires rafts dans lesquelles il est associé à NSF 

et hypothétiquement à la filamine. Cette association immobilise le récepteur dans la membrane en le liant au 

réseau d’actine sous membranaire. En présence de GABA, le récepteur active la protéine G et recrute PKC. La 

phosphorylation de cette dernière initie alors son découplage de la protéine G levant l’inhibition imposée par Gβγ 

sur l’activité ATPasique de NSF. En déstabilisant la liaison entre la filamine et le récepteur, NSF augmente la 

mobilité membranaire de ce dernier et réduit son efficacité de couplage à la protéine G. En l’absence de la liaison 

à NSF en raison du traitement pep2m/pep27, l’associaiton du récepteur à la filamine persiste et le récepteur est 

piégé dans un état non désensibilisable. 
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 Alternativement, la filamine pourrait lier la sous unité GBR2 à l’état basal et NSF 

mènerait à la déstabilisation de cette interaction à l’issu de l’activation du récepteur. 

La mobilité membranaire de ce dernier serait donc augmentée dans son état 

désensibilisé. Le rôle de PKC dans la déstabilisaiton de l’association de la filamine au 

D2R (Li et al., 2000), comme d’ailleurs l’exemple du D3R (Kim et al., 2005a), 

pourraient suggérer la pertinence d’une telle hypothèse.  

Dans le cas du D3R, la liaison basale de ce récepteur à la filamine et à la βarr2 

limite sa mobilité à l’état basal. Une fois activé la déstabilisation du complexe 

D3R/βarr/filamine par GRK3 (Kim et al., 2005a) conduit à l’augmentation de sa 

mobilité latérale. L’importance de la dissociation de la liaison de la filamine au 

récepteur dans notre cas serait donc consistante avec l’importance de la liaison de 

NSF dans le processus de désensibilisation du récepteur (Fig 31).  

 

INFLUENCE DU RÉCEPTEUR GABAB SUR L’ACTIVITÉ DE NSF 

En dehors, de son rôle dans la désensibilisation du GABABR, l’interaction entre 

NSF et ce récepteur pourrait également avoir des conséquences au niveau de 

l’ATPase elle-même. L’un des rôles physiologiques établis du GABABR est d’inhiber 

l’exocytose des neurotransmetteurs. Comme nous l’avons vu dans le chapitre 

d’introduction, cette inhibition repose sur divers mécanismes : la modulation de 

l’activité des canaux calciques potentiel-dépendant tout d’abord; la modulation de la 

machinerie de fusion par ailleurs. Il a été proposé que ce dernier mécanismes 

impliquerait le dimère Gβγ et son interaction directe avec les composants du 

complexes SNARE essentiel à la fusion membranaire (Blackmer et al., 2005). 

Néanmoins, l’interaction du récepteur avec NSF, un composant essentiel à la 

régulation de l’interaction des SNARE, pourrait refléter l’existence d’un mécanisme 

alternatif ou complémentaire de modulation directe de la fusion membranaire par le 

GABABR. On peut en effet imaginer, que la libération d’une protéine NSF dans sa 

forme ADP à l’issu de l’activation de l’hétérodimère pourrait constituer un 

événement régulateur important lorsque cette libération s’effectue à proximité des 

complexes protéiques assurant le phénomène d’exocytose. 
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En conclusion, la modulation de l’activité du récepteur GABAB par la protéine 

NSF pourrait être consistante avec un rôle pour NSF dans la régulation de la diffusion 

membranaire du récepteur. L’idée d’une telle fonction pour NSF a émergé, il y a peu 

(Gardner et al., 2005; Steinberg et al., 2004), elle présente néanmoins l’intérêt de 

pouvoir embrasser l’ensemble des rôles disparates associés à cette ATPase depuis 

plus de quinze ans. D’un point de vu théorique, le rôle de NSF dans le recyclage et le 

routage membranaire de diverses protéines, VAMP et synaptotagmine, ste2 (Hicke, 

1997), le GluR2 (Lee et al., 2004b), le β2AR (Cong et al., 2001) ou encore le CRLR 

(Bomberger et al., 2005b) pourrait en une simple modulation de la diffusion 

membranaire latérale de celles-ci à travers le contrôle de leur association à diverses 

complexes protéiques. Cette idée serait en effet tout à fait réconciliable avec 

l’implication de NSF dans le guidage préférentiel des protéines vers des voies de 

transport particulières aboutissant à leur recyclage ou au contraire à leur rétention 

dans les compartiments intracellulaires (Hicke, 1997; Lee et al., 2004b). La présence 

dans les rafts, des complexes de SNARE à l’issu de la fusion membranaire (Lafont et 

al., 1999), du D3R (Kim et al., 2005a) ou encore du récepteur GABAB (Becher et al., 

2001) pourrait en outre indiquer que NSF participe à cette fonction de trillage des 

microdomaines membranaires, précédemment évoquée. 

 

Les résultats présentés dans la publication N°2 tendent à suggérer à nouveau un 

rôle central des rafts dans la régulation de l’activité d’un récepteur et souligne le rôle 

potentiellement charnière de la protéine NSF dans cette influence exercée par les 

microdomaines.  

De manière intéressante, un lien semble également exister entre les mécanismes 

d’ubiquitination et la présence des protéines ubiquitinées dans les rafts. L’observation 

d’une localisation préférentielle de E3-ubiquitin ligase majeure dans la signalisation, 

Cbl et Nedd4, dans des fractions membranaires résistantes au TritonX100 supporte 

cette idée (Lafont and Simons, 2001). En outre, comme  nous l’avons vu dans la 

dernière partie de l’introduction générale, l’ubiquitination s’avère déterminante à 
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l’internalisation du récepteur de l’EGF par l’intermédiaire des caveolaes (Chen and 

Davis, 2002; Sigismund et al., 2005).  

Dans le cas où les hypothèses évoquées au chapitre précédent concernant la 

translocation de la βarrestine au niveau de structures de type raft se vérifient, il sera 

donc intéressant d’évaluer si l’état d’ubiquitination de cette protéine peut influencer 

son association aux microdomaines ou si inversement cette association décide de son 

état d’ubiquitination. 

 

 

 

RÔLE DE L’UBIQUITINATION DANS LA 

RÉGULATION DES COMPLEXES PROTÉIQUES 

Comme nous l’avons souligné à plusieurs reprises dans cette thèse, 

l’ubiquitination constitue une modification post-traductionnelle ayant émergée au 

cours des dix dernières années comme un régulateur majeur de la dynamique des 

interactions protéiques. En outre, en dehors de son rôle classique dans les 

phénomènes de dégradation par le protéasome, elle va également contrôler différents 

phénomènes de transport, membranaires ou cytosoliques (Hicke, 2001b; Hicke and 

Dunn, 2003; Raiborg et al., 2003; Sigismund et al., 2005; Weissman, 2001). 

 

La publication N°3 constituait une preuve de principe de l’utilisation potentielle 

du BRET et des techniques reposant sur le transfert d’énergie pour suivre en temps 

réel et dans des cellules vivantes le phénomène d’ubiquitination. Nous démontrons en 

outre que l’utilisation de substrats de la luciférase présentant des propriétés spectrales 

compatibles avec la GFP ou la YFP, permet de suivre de manière concomitante 

l’ubiquitination d’une protéine d’intérêt, la βarr par exemple, et la modulation des 

interactions de cette dernière avec l’un de ses partenaires de signalisation, le V2R 

dans ce cas.  

Si ce double BRET peut s’avérrer intéressant pour comparer les cinétiques 

respectives de chacun des deux évènements observés, il est néanmoins important de 
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noter qu’il ne peut en aucun cas constituer un lien causal entre ces phénomènes. En 

effet, le signal de BRET reflétant une population de protéines, chacun de ces deux 

signaux pourrait correspondre à une population arborant un comportement particulier 

et indépendant vis à vis de l’autre. Le développement dans l’avenir de méthodes 

couplant des techniques de BRET/FRET, BRET/PCA (protein complémentation 

assay) ou encore de FRET/PCA, pourront en revanche permettre de détecter 

l’évolution de différents phénomènes intervenant sur une population spécifique de 

protéines. Dans tous les cas, la capacité de suivre en temps réel et dans des cellules 

vivantes le phénomène d’ubiquitination par la méthode de BRET offre l’opportunité 

d’un nouveau regard sur le phénomène d’ubiquitination.   

 

Certains des résultats présentés pourraient également avoir une signification du 

point de vu des propriétés moléculaires de l’ubiquitination de la βarr. La détection 

qualitativement équivalente du phénomène à l’aide d’une protéine de fusion GFP-Ubi 

sauvage ou mutée au niveau de ses lysines K48/63 semble à ce titre intéressante. La 

surexpression du mutant de l’ubiquitine K48/63 étant généralement considéré comme 

un moyen d’inhiber de manière efficace les phénomènes de polyubiquitination, ces 

résultats pourraient suggérer la modification de la βarr par plusieurs motifs 

monoubiquitines. Cette hypothèse est consistante avec des observations récentes 

réalisées par Shenoy et Lefkowitz suggérant que l’ubiquitination de la βarrestine n’est 

pas exclusive à des lysines données (Shenoy and Lefkowitz, 2005). La stabilité du 

poids moléculaire apparent des formes ubiquitinées de la βarrestine dans cette 

publication et ce quelques soit l’identité des lysines mutées est consistante avec cette 

idée. Des observations similaires avait également été réalisées dans le cas de la mise 

en évidence de la multi-monoubiquitination de l’EGFR ou du PDGFR (Haglund et 

al., 2003).  

Dans le cadre de notre étude, le fait que l’ajout possible d’une GFP-UbiK48/68A à 

la fin d’un motif de polyubiquitination puisse également être détecté en BRET limite 

considérablement les conclusions concernant la nature des motifs d’ubiquitination 

spécifique de la protéine. 
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En permettant de suivre en temps réel la dynamique d’ubiquitination de la 

βarrestine, cette méthode permettra donc peut être de répondre à certaines des 

questions encore sans réponse concernant la fonction exacte de cette modification 

dans la régulation de la βarrestine ainsi que potentiellement dans la caractérisation de 

la régulation spécifique de la fonction des βarr1 et 2.  

 

Malgré leur homologie de séquence, la βarr1 comporte non seulement plus de lysines 

dans sa séquence (35 au lieu de 31) mais exhibe surtout des séquences enrichies en 

résidus P, E/D, S/T (séquence PEST; analyse de séquence réalisée à partir des 

séquences NCBI en utilisant le site PESTfind EMBnet Austria) caractéristiques des 

protéines dont la durée de vie est précisément régulée et (Rechsteiner and Rogers, 

1996; Rogers et al., 1986) et impliquée dans la liaison aux E3-ubiquitine ligases.  

Comme l’illustre la figure 32, la portion c-terminale de la βarr1 est excessivement 

riche en résidus de type PEST par rapport à la βarr2. En outre, qu’il s’agisse de la 

séquence retrouvée entre les résidus 363-393 ou encore 402-418, ces régions ont 

toutes deux été décrites comme importantes fonctionnellement. La délétion de la 

βarr1 au niveau de son résidu 383 stimule la vitesse de son recrutement (Oakley et al., 

2001) tandis que la sérine 412 est importante quant à la régulation de la fonction 

d’échafaudage de la βarr1 (Hupfeld et al., 2005). On retrouve en outre au niveau de 

ces séquences les sites de liaison à la clathrine et AP2.  
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Figure 32. Identification des motifs PEST présents dans les séquences de βarr1 et βarr2. 

Séquences NCBI des βarr1 et βarr2 humaines. Les résidus lysines sont indiqués en rouge. La région PEST 
commune aux deux protéines est indiquée en jaune et se localise respectivement entre les résidus 177-188 de la 
βarr1 et 163-174 de la βarr2, c’est à dire à proximité du core polaire important pour le changement conformation 
potentiel de la βarr lors de son recrutement à la membrane (Lefkowitz and Shenoy, 2005). Les régions PEST 
spécifiques à βarr1 sont indiquées en vert et violet et correspondent respectivement aux résidus 363-393 et 403-
418 de cette dernière. Les sites de liaison à la clathrine (LIEφ) et à AP2 (RXR)  sont soulignés dans chaque cas. 
L’analyse des séquences a été effectuée à l’aide du logiciel PESTfind sur le site EMBnet Austria.  
 

 

Le rôle émergeant et spécifique de la βarr1 dans la modulation de 

l’ubiquitination et de la dégradation de diverses protéines [l’IGF1 (Girnita et al., 

2005), l’IRS1 (Usui et al., 2004) ou IkappaB (Witherow et al., 2004)] pourrait ainsi 

être relié à la présence de ces séquences particulières absentes chez la βarr2. Il sera 

ainsi très intéressant d’évaluer les conséquences de l’ubiquitination de ces régions sur 

la liaison de βarr1 au composants de la machinerie de transport membranaire (AP2 ou 

clathrine) ainsi qu’à certains de ses partenaires spécifiques, comme par exemple NSF 

ou certaines tyrosines kinases comme Hck, Yes ou Fgr (Lefkowitz and Shenoy, 

2005). Ces résultats pourraient en outre se révéler très éclairants concernant le rôle de 

la βarr1 dans la régulation de la translocation du transporteur Glut4 ou de la 

dégranulation des neutrophiles en réponse au CXCR1. La méthode développée dans 

notre étude pourra donc constituer un avantage technique intéressant pour répondre à 

ces différentes questions. 
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CONCLUSION  

 

 

Les travaux rapportés dans cette thèse étudiaient le rôle de la compartimentation 

et de la modulation des interactions protéiques dans les mécanismes de régulation des 

GPCR. Comme l’a illustré entre autres, la publication N°1, la formation des 

complexes de signalisation et le couplage d’un récepteur à ses partenaires de 

transduction est étroitement contrôlé par leur localisation membranaire. Cette dernière 

serait ainsi impliquée dans la spécificité de formation de ces signalosomes en liant 

préférentiellement certains des composants d’une voie de signalisation donnée. 

L’importance des microdomaines et plus particulièrement des rafts dans 

l’organisation des complexes de signalisation et de leur remaniement éventuels 

pourrait s’étendre jusqu’à la formation de complexes responsables du transport et de 

la diffusion des protéines membranaires (Puri et al., 2005). Ce faisant, les rafts 

seraient non seulement impliqués dans certains mécanismes initiant la signalisation, 

mais aussi dans la détermination du routage membranaire des composants de ces 

complexes. La fonction de l’interaction du récepteur GABAB à la protéine NSF 

pourrait illustrer cette idée et positionner NSF comme une protéine importante de la 

machinerie de routage présente au niveau des rafts. Comme nous l’avons évoqué lors 

de l’introduction, ce rôle semble étroitement dépendant du phénomène 

d’ubiquitination et il a été récemment proposé que l’ubiquitination de certains 

récepteurs membranaires (l’EGFR essentiellement) définisse leur internalisation par 

une voie dépendante des rafts ou de microdomaines associés, les caveolaes. Dans le 

cas des GPCR, l’ubiquitination de la βarrestine jouerait un rôle similaire en favorisant 

différents types de comportement des récepteurs endocytés. Le rôle précis de la 

βarrestine et l’influence potentielle des microdomaines dans ce phénomène restent 

mal définis. L’étude des mécanismes de régulation de la translocation de l’arrestine 

aux photorécepteurs (Nair et al., 2002; Lee and Montell, 2004) suggèrent néanmoins 

que cet événement ait lieu au niveau de structures membranaires ordonnées de type 

raft (Nair et al., 2002). L’éventuelle pertinence de ces observations dans le cas des 
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βarrestine suggèrerait un rôle pour ces protéines dans la modulation de la mobilité 

membranaire latérale des GPCR.   

En garantissant la spécificité spatio-temporelle des complexes protéiques, la 

compartimentation et les protéines telles que NSF ou encore la βarr vont contrôler la 

destinée des différents récepteurs membranaires. Dans ces mécanismes, l’ubiquitine 

constitue un élément essentiel de régulation en modifiant les différents composants 

des signalosomes. La méthode de détection décrite dans la publication N°3 offrira 

sans doute l’occasion d’un nouveau regard sur la dynamique et les remaniements de 

ces complexes de signalisation. 
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