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Résumé

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC et est impliqué dans le
développement du cerveau, la plasticité¢ synaptique et la pathogénese de maladies telles
que I’épilepsie, les troubles de I'anxiété et la douleur chronique. Le modéle actuel de
fonctionnement du récepteur GABA-B implique I’hétérodimérisation GABA-B1/B2,
laquelle est requise au ciblage a la surface membranaire et au couplage des effecteurs. Il y
est cependant des régions du cerveau, des types cellulaires et des périodes du
développement cérébral ou la sous-unit¢ GABA-B1 est exprimée en plus grande quantité
que GABA-B2, ce qui suggere qu’elle puisse étre fonctionnelle seule ou en association
avec des partenaires inconnus, a la surface cellulaire ou sur la membrane réticulaire. Dans
le cadre de cette theése, nous montrons la capacité des récepteurs GABA-B1 endogénes a
activer la voie MAPK-ERK1/2 dans la lignée dérivée de la glie DI-TNCI1, qui n’exprime
pas GABA-B2. Les mécanismes qui sous-tendent ce couplage demeurent mal définis
mais dépendent de Gi, et PKC. L’immunohistochimie de récepteurs endogénes montre
par ailleurs que des anticorps GABA-B1 dirigés contre la partie N-terminale
reconnaissent des protéines localisées au RE tandis des anticorps C-terminaux (CT)
marquent une protéine intranucléaire. Ces données suggerent que le domaine CT de
GABA-B1 pourrait étre relaché par protéolyse. L’intensité des fragments potentiels est
affectée par le traitement agoniste tant en immunohistochimie qu’en immunobuvardage
de type western. Nous avons ensuite examiné la régulation du clivage par le protéasome
en traitant les cellules avec I’inhibiteur epoxomicine pendant 12 h. Cela a résulté en
I’augmentation du marquage intranucléaire de GABA-B1-CT et d’un interacteur connu,
le facteur de transcription pro-survie ATF-4. Dans des cellules surexprimant GABA-B1-
CT, I'induction et la translocation nucléaire d’ATF-4, qui suit le traitement epoxomicine,
a completement été abolie. Cette observation est associée a une forte diminution du
décompte cellulaire. Etant donné que les trois derniers résidus de GABA-B1-CT (LYK)
codent un ligand pseudo-PDZ et que les protéines a domaines PDZ sont impliquées dans
la régulation du ciblage nucléaire et de la stabilité de protéines, en complément de leur
role d’échaffaud a la surface cellulaire, nous avons muté les trois derniers résidus de
GABA-B1-CT en alanines. Cette mutation a complétement annulé les effets de GABA-
B1-CT sur l’induction d’ATF-4 et le décompte cellulaire. Cette deuxiéme série
d’expériences suggere 1’existence possible de fragments GABA-B1 intranucléaires
régulés par le traitement agoniste et le protéasome dans les cellules DI-TNCI1. Cette
régulation d’ATF-4 dépend des résidus LYK de GABA-B1-CT, qui modulent la stabilité
de GABA-BI-CT et favorisent peut-étre la formation d’un complexe multiprotéique
incluant GABA-B1-CT, ATF-4, de méme qu’une protéine d’échaffaudage inconnue. En
somme, nous démontrons que les sous-unités GABA-B1 localisées au RE, lorsque non-
hétérodimérisées avec GABA-B2, demeurent capables de moduler les voies de
signalisation de la prolifération, la différentiation et de la survie cellulaire, via le couplage
de protéines G et possiblement la protéolyse régulée. Les mécanismes de signalisation
proposés pourraient servir de nouvelle plate-forme dans la compréhension des actions
retardées résultant de I’activation des récepteurs 7-TMs.

Mots-clés: RCPGs GABA-B Signalisation MAPK-ERK1/2 ATF-4 Protéolyse PDZ
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Abstract

GABA is the principal inhibitory neurotransmitter in the CNS and is implicated in brain
development, synaptic plasticity and the pathogenesis of diseases such as epilepsy,
anxiety disorders and chronic pain. In the current model of GABA-B function, there is a
requirement for GABA-B1/B2 dimerization for targetting to the cell surface and effector
coupling. However, there are certain brain regions (putamen), cell types (glial cells) and
times during brain development where GABA-B1 is expressed in higher amounts than
GABA-B2, suggesting that GABA-B1 might be functional alone or in association with
unidentified partners, either at the cell surface or on the ER membranes. In this thesis, we
first show the capacity of endogenous GABA-B1 receptors to activate the MAPK-
ERK1/2 pathway in the DI-TNCI1 glial-derived cell line which does not express GABA-
B2. The underlying mechanisms remain incompletely defined but depend on Gy, and
PKC. Immunohistochemistry of endogenous receptors shows that GABA-B1 N-terminal
antibodies recognize ER-localized proteins and that C-terminal (CT) antibody shows
intranuclear distribution. This data suggests that fragments of the GABA-B1 receptor are
generated by proteolysis and indeed we show that agonist treatment affects the intensity
of certain C-terminal GABA-BI1 fragments both in immunohistochemistry and western
blots suggesting that the GABA-B1 receptor is subjected to regulated proteolysis. Since a
13-residue potential PEST sequence was localized immediately distal to the ER retention
motif in the GABA-B1 CT, we examined proteasome regulation of the cleavage event.
Following a 12h treatment with the proteasome inhibitor, epoxomicin, we detected
increases in intranuclear staining for both GABA-B1 and a known interactor, the pro-
survival transcription factor ATF-4, using confocal microscopy and by western blotting
of nuclear extracts. These increases are due either to proteasome inhibition or activation
of the ER stress pathway. In cells overexpressing GABA-B1-CT, ATF-4 induction and
nuclear translocation, which normally follows epoxomicin treatment, was completely
abolished. This observation was associated to a strong decrease in cell number. Since the
last three residues of GABA-B1-CT (LYK) encode a pseudo-PDZ ligand and that PDZ
domain protein regulate nuclear targeting and protein stability, in complement to their
role in scaffolding at the cell surface, we mutated the last three residues of GABA-B1-CT
to alanines. This mutation completely reversed the effect of GABA-B1-CT on ATF-4
induction and on cell number. This second set of data suggests the existence of agonist
and proteasome-regulated intranuclear GABA-B1 fragments in DI-TNCI cells. Further,
the GABA-B1-CT pseudo-PDZ ligand appears to be critically important in regulating
ATF-4 induction by modulating GABA-B1-CT stability and perhaps by favoring the
formation of a multiprotein complex with ATF-4, ATF-4 interactors and an unknown
scaffolding protein. Overall, we show that ER-localised GABA-B1 subunits, when not
dimerized with GABA-B2, can still modulate proliferation, differentiation and survival
pathways, both through G-protein coupling and regulated proteolysis. The signalling
mechanisms which we propose could serve as a new platform in understanding the long
term effects of 7-TM receptor activation.

Key words: GPCRs GABA-B Signaling MAPK ATF-4 Proteolysis PDZ
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Chapitre I — Introduction

Préambule

Les récepteurs & 7 domaines transmembranaires (7-TMs) sont des protéines dont le rdle
consiste a relayer des signaux chimiques extracellulaires vers I’intérieur de la cellule et
les traduire en réponses biologiques, via I’activation d’une variété de voies de
signalisation impliquant canaux ioniques, kinases et autres effecteurs membranaires ou
intracellulaires. Cela ne saurait étre remis en cause. Ces récepteurs existent toutefois bien
avant leur acheminement a la membrane de surface. Cela ameéne la possibilité qu’ils
puissent intégrer des signaux depuis les endomembranes nucléaires, réticulaires ou

golgiennes.

Nous nous intéressons dans le cadre de cette thése a la fonction des récepteurs 7-TMs
sensibles a I’acide y-butyrique (GABA) de type GABA-B et localisés au réticulum
endoplasmique (RE) de méme qu’a I’appareil de Golgi. Nous introduirons le sujet en
présentant les récepteurs GABA (A et B) tout en mettant I’emphase sur les mécanismes
de couplage des récepteurs dimériques GABA-B1/2 a leurs effecteurs classiques que sont
les canaux Ca*", K et I’adénylate cyclase. Nous poursuivrons avec la description de
certaines observations mal soutenues par le modele du récepteur dimérique GABA-B1/2.
Par la suite, nous définirons I’hypothese centrale a I’origine de cette these et introduirons
la voie MAPK-ERK1/2, objet du premier article publi¢ dans le cadre de cette these
(Richer et al. 2009) de méme qu’ATF-4, collaborateur potentiel de récepteurs GABA-B1
¢tudi¢ dans le cadre du deuxieme projet. Les résultats de nos travaux seront ensuite

présentés et discutés.



Chapitre I — Introduction

1.1 Récepteurs GABA

L’effet généralement inhibiteur de la neurotransmission GABAergique est tributaire de
deux composantes, soit la neurotransmission inhibitrice rapide médiée par les canaux Cl°
ligand-dépendants de type GABA-A d’une part, et la neurotransmission inhibitrice lente
médiée par les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) de type GABA-B, d’autre
part. La complémentarité entre les actions ¢électriques médiées par les récepteurs GABA-
A, GABA-B présynaptiques et GABA-B postsynaptiques est sous-tendue par des
différences dans la vitesse de réponse, la nature des conductances impliquées (CI', Ca*" et
K") et la localisation des récepteurs par rapport au site de relichement du GABA (les
récepteurs GABA-A sont plutdt synaptiques et les récepteurs GABA-B plutdt
périsynaptiques) [Nicoll 2004]. Cette complémentarité, illustrée a la fig. 1, contribue a la
complexité et a la flexibilité des réponses électrophysiologiques inhibitrices du GABA

dans le SNC.

1.1.1 Canaux CI/HCOy5 ligand-dépendants GABA-A

Les récepteurs GABA-A sont des canaux CI/HCO; ligand-dépendants, largement
exprimés, qui médient, en compagnie des canaux glycine, la plupart des courants
inhibiteurs rapides dans le SNC mature, puisque le potentiel de renversement neuronal de
I’ion CI est généralement, dans ce contexte, de 15 a 20mV plus négatif que le potentiel
de repos [Goetz et al. 2007]. En des circonstances ou la concentration neuronale
intracellulaire en CI est plus élevée, par exemple lors du développement embryonnaire et
postnatal précoce, les récepteurs GABA-A activés peuvent également produire des

courants CI” sortants et dépolarisants [Ben-Ari 2002]. L’ouverture de canaux Ca*"
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voltage-dépendants et I’entrée de Ca®" qui suivent cet effet dépolarisant sur la cellule est
d’ailleurs un mécanisme fréquemment cité comme contributeur des effets du GABA sur
la prolifération des cellules embryonnaires et la migration neuronale. [Ben-Ari 2002 ;

Bordey 2007].

Le récepteur GABA-A est un assemblage hétéropentamérique de sous-unités possédant
chacune 4 domaines transmembranaires orientés autour d’un pore central conducteur
d’ions. Plus de 19 sous-unités GABA-A, codées par des genes distincts et possédant des
profils d’expression cellulaires et développementaux variés ont été clonées (al-a6, B1-B3,
v1-y3, 9, & 0, m et pl-p3) [Goetz 2007]. La composition sous-unitaire des récepteurs
GABA-A affecte leurs propriétés biophysiques, leur affinité¢ pour le GABA et leur profil
pharmacologique. La majorité des récepteurs GABA-A cérébraux sont probablement des
combinaisons des sous-unités a, et y2, qui respectent un ratio 20/2p/1y [Ernst et al.
2003]. Des études effectuées dans des homogénats de cerveaux entiers de souris ont
permis d’estimer que la combinaison alalBy2 représente 61% des récepteurs GABA-A
cérébraux [Benke et al. 2004]. Les récepteurs GABA-A offy2 sont la cible des
benzodiazépines classiques comme le diazepam et le flunitrazepam, puisque le site de
liaison de ce modulateur allostérique est situ¢ entre les sous-unités a et y2 [Ernst et al.

2003].

1.1.2 Récepteurs a sept domaines transmembranaires GABA-B

L’existence de sites récepteurs GABA, enticrement distincts de ceux activant une

conductance Cl-, fut initialement suggérée par [’effet inhibiteur présynaptique,
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picrotoxine et bicuculline-résistant, d’un variant lipophilique du GABA, le baclofen, sur
le relachement de transmetteur dans le ganglion supérieur cervical de poulet [Nicoll 2004
; Bowery et al. 1980]. Cet effet propre au baclofen fut éventuellement li¢ a 1’inhibition
picrotoxine-résistante de conductances Ca>" dans des neurones sensoriels embryonnaires
de poulet cultivés [Dunlap 1981 ; Dunlap et Fischbach 1981]. Un effet hyperpolarisant,
secondaire a I’activation de conductances K', fut ensuite démontré dans des cellules
pyramidales hippocampales [Dunlap et Fischbach 1981]. Des études de liaison du
récepteur GABA-B, effectuées suivant des traitements avec le N-ethylmaléimide (NEM),
I’« islet activating protein » (IAP), la toxine pertussis (PTX), des oligonucléotides
antisens ainsi que des souris « knock-out » ont ensuite permis de montrer le couplage
préférentiel a Gg; et G, [Greif 2000 ; Menon-Johasson et al. 1993 ; Morishita et al. 1990].
L’inhibition présynaptique de canaux Ca®', lactivation postsynaptique de canaux K,
toutes deux médiées via Gy, ainsi que I’'inhibition de I’adénylate cyclase, médiée par
Gairo, sont les conséquences les mieux établies de ’activation du récepteur GABA-B (fig.

1). Elles sont approfondies dans les sections qui suivent.
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Figure 1. Synapse GABAergique inhibitrice centrale. Illustration des différentes composantes
impliquées dans la transmission synaptique au sein d’une synapse GABAergique du SNC mature :
récepteurs-canaux CI/HCO;” GABA-A pré- et postsynaptiques; récepteurs GABA-B1/2 pré- et
postsynaptiques couplés & des conductances Ca*" et K, respectivement; transporteurs GAT neuronaux et
astrocytaires.
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1.1.2.1 Inhibition présynaptique de conductances Ca**

Le récepteur GABA-B agit en autorécepteur inhibiteur présynaptique a la fois des
terminaisons neuronales GABAergiques et non-GABAergiques du SNC. Il médie
généralement cet effet par I'inhibition de canaux Ca®" voltage-dépendants de type N
(Ca,2.2) et P/Q (Ca,2.1) [revu dans Bettler et al. 2004]. Cette inhibition, Gg,-dépendante
[Kajikawa et al. 2001] et voltage-dépendante, varie entre 10 et 42% selon les études
considérées [Chieng et Bekkers, 1999 ; Connor et al. 1999 ; Santos et al. 1995]. L’ influx
Ca”" est corrélé au relachement de neurotransmetteur 4 la puissance 3 a 4, ce qui explique
que la fermeture de moins de 50% des canaux Ca”" puisse résulter en une diminution du
relachement de neurotransmetteur de I’ordre de 90%. Dans des neurones sensoriels
embryonnaires de poussin, I’inhibition des canaux Ca** de type T par GABA-B nécessite
I’activité de la tyrosine kinase Src [Diverse-Pierluissi et al. 1997]. Plus récemment, le
développement de souris « knock-out » isoforme-spécifiques pour le récepteur GABA-B
a permis de confirmer, au niveau des synapses glutamatergiques hippocampales CA1l-
CA3, que le GABA diminue le relichement de glutamate via 1’inhibition présynaptique
de conductances Ca”" médiée par I’isoforme GABA-B1A [Vigot et al. 2006]. L’isoforme
GABA-B1B médierait quant a elle I’inhibition de canaux Ca®" postsynaptiques dans les
neurones pyramidaux somatosensoriels néocorticaux de la couche V [Pérez-Garci et al.

2006].

En plus d’un effet inhibiteur des influx Ca®", 1’activation du récepteur GABA-B peut
retarder le relachement de transmetteur des terminaisons glutamatergiques du calice de

Held, dans le tronc cérébral auditif, en bloquant directement le recrutement des vésicules
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[Sakaba et Neher, 2003]. Cet effet passe par une diminution de [’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), laquelle inhibe I’effet stimulateur de I’augmentation
du Ca®" sur le recrutement vésiculaire. Cet effet inhibiteur de I’AMPc impliquerait le
facteur d’échange nucléotidique cAMP-GEFII (« cAMP-guanine nucleotide exchange
factor II ») et la petite protéine G Rim, deux protéines régulatrices de la fusion des

vésicules a la membrane plasmique.

1.1.2.2 Activation postsynaptique de conductances K"

L’activation des récepteurs GABA-B somatodendriques et postsynaptiques, exprimés par
les neurones principaux de I’hippocampe et du cortex, méne a I’ouverture Gg,~-dépendante
de canaux K' a rectification entrante Kir3 (« inwardly rectifying ») et la genése de
courants postsynaptiques inhibiteurs sortants [Newberry et Nicoll, 1984 ; Géhwiler et
Brown, 1985 ; Benardo, 1984]. Elle explique la phase tardive des potentiels
postsynaptiques inhibiteurs, facilement distingable de la phase rapide GABA-A. Les
courants sortants médié¢s par le baclofen dans les neurones hippocampaux sont d’ailleurs
absents chez les souris « knock-out » Kir3.2 et GABA-B1 [Liischer et al. 1997 ; Schuler
et al. 2001]. La régulation de cette conductance a été plus récemment attribuée a
I’isoforme GABA-BI1B, suivant I’étude des souris « knock-out » isoforme-spécifiques
GABA-B1A et 1B [Vigot et al. 2006]. 11 a par ailleurs été rapporté que la phosphorylation
de la queue C-terminale de la sous-unité GABA-B2 en sérine 892, par PKA, augmente le
couplage des canaux Kir3 par le récepteur hétérodimérique GABA-B1/B2 [Couve et al.

2002].
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1.1.2.3 Mobilisation du Ca**

L’augmentation du Ca®" intracellulaire par le récepteur GABA-B a été rapportée dans le
contexte astrocytaire sans pour autant que les voies impliquées ne soient clairement
identifiées [Kang et al. 1998 ; Serrano et al. 2006]. Cet effet de I’activation des récepteurs
GABA-B gliaux est essentiel a la modulation, exercée par les astrocytes dans
I’hippocampe, de Dactivit¢é des synapses inhibitrices CAl et de I’induction de la
dépression hétérosynaptique des synapses collatérales de Schaffer. La mobilisation du
Ca’" par GABA-B a récemment été caractérisée en lignées CHO stables et en cultures
primaires de neurones corticaux de rat [New et al. 2006]. Les courants générés s’aveérent
sensibles a la PTX et au U73122, ce qui suggere la dépendance a Gj, ainsi qu’a la
phospholipase Cp (PLCP), potentiellement activée par des sous-unités Gg, relachées par
Gij, cette voie ayant déja démontrée pour d’autres RCPGs [Rebecchi et Pentyala, 2000].
Les canaux modulés par cette voie ne seraient pas les récepteurs IPs, les récepteurs
ryanodine ou encore les canaux Ca®" voltage-dépendants mais plutdt les « store-operated
channels » (SOC). Ces canaux ioniques, localisés a la membrane de surface, s’ouvrent
suivant la déplétion du réservoir interne de Ca®’. Leur identité est incertaine, mais
plusieurs appartiendraient a la famille de canaux ioniques TRP (« large transient receptor
protein »), codée par 23 genes différents [Nilius, 2004]. L’importance de cette voie

GABA-B — Gy, — PLCP — canaux SOC reste a confirmer.

Il est également possible que la mobilisation du Ca*" par le récepteur GABA-B soit
exercée indirectement via la régulation croisée du récepteur mGIuRI1 (récepteur

métabotropique glutamate 1), couplé a Gq. Il a en effet été démontré, dans le contexte de
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la synapse excitatrice entre fibres paralleles et cellules de Purkinje du cervelet, que les
réponses Ca”" qui suivent I’activation de mGluR1 sont potentiées par I’activation de
GABA-B [Hirono et al. 2001]. Cette sensibilisation de mGluR1 par GABA-B est
d’ailleurs constitutive et médiée par la liaison du Ca®" 2 GABA-B, indépendamment de la

présence de GABA [Tabata et al. 2004].

1.1.2.4 Inhibition de I’adénylate cyclase

Les événements de signalisation influencés par I’AMPc sont multiples, ce qui justifie la
fine régulation exercée sur les différentes isoformes des enzymes adénylate cyclase et
phosphodiestérases ~AMPc-spécifiques par les sous-unités de protéines G
hétérotrimériques, les protéine sérine/thréonine kinases et le Ca*", au sein de complexes
macromoléculaires membranaires incluant RCPGs, protéines de signalisation effectrices

des voies AMPc et autres protéines modulatrices [ Willoughby et Cooper, 2007].

Il a été montré que le récepteur GABA-B inhibe la formation d’AMPc basale ainsi que
celle stimulée par la forskoline [Xu et Wojcik, 1986 ; Knight et Bowery, 1996]. Les
protéines G sont a 1’origine de cet effet, par leur inhibition des isoformes adénylate
cyclase 1, 3, 5, 6, 8 et 9 [Willoughby et Cooper, 2007]. Le récepteur GABA-B peut
¢galement augmenter la synthése de I’AMPc, lorsque qu’activé concomitamment avec
des récepteurs Ggs sensibles a la noradrénaline, I’isoprénaline, I’histamine et le VIP
(peptide vasoactif intestinal) [Simmons, 1999 ; Tang et Gilman, 1991]. Cet effet
potentiateur, résultat d’une régulation croisée, serait expliqué par un effet activateur de

Gg, sur les formes d’adénylate cyclase 2, 4 et 7, qui requiert la présence de G pour se
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manifester. Ces effets inhibiteurs et activateurs du récepteur GABA-B sur la synthese
d’AMPc ont été confirmés par microdialyse in vivo dans le striatum de rat [Hashimoto et

Kuriyama, 1997].

A ce moment-ci toutefois, le seul role physiologique démontré de I’inhibition de I’AMPc
par le récepteur GABA-B est celui, mentionné précédemment, du ralentissement dans le
recrutement de vésicules dans les terminaisons glutamatergiques, qui impliquerait cAMP-
GEFII et Rim plutot que PKA, effecteur AMPc le mieux connu [Sakaba et Neher, 2003].
On peut envisager que la régulation de ’AMPc médiée par le récepteur GABA-B influe
via la diminution de la phosphorylation PKA sur la fonction de différentes protéines
signalisatrices a travers la cellule, au vu du grand nombre de cibles de cette protéine
sérine/thréonine kinase. Au niveau membranaire, par exemple, la phosphorylation PKA
potentie les courants excitateurs médiés par les canaux glutamate de type AMPA (acide
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique) et NMDA (acide N-méthyl-D-
aspartique), par phosphorylation de la sérine 845 de la sous-unité GluR1 [Roche et al.
1996]. Elle favorise également la désensibilisation du récepteur f2-adrénergique ($2-AR)
par phosphorylation directe et par activation de GRK2 («G protein-coupled receptor
kinase 2») [Freedman et al. 1995]. Il a méme ¢été rapporté que la phosphorylation PKA de
ce récepteur le transforme de récepteur G en récepteur G, et promeut ainsi 1’activation
d’une voie MAPK-ERK1/2 impliquant c-Src et Ras par des sous-unités Gy, quoique
cela demeure controversé¢ [Daaka et al. 1997]. Au niveau nucléaire, la régulation génique
médiée par la voie AMPc-PKA, qui implique la translocation nucléaire de sous-unités

catalytiques PKA, relachées de I’holoenzyme suite a I’augmentation d’AMPc, et la

10



Chapitre I — Introduction Récepteurs GABA

phosphorylation ou la régulation a la hausse de facteurs de transcription, tels que CREB
(« cAMP response element binding »), est également bien caractérisée. L’influence de
I’inhibition de I’adénylate cyclase par activation de récepteurs GABA-B sur ces
différents effets physiologiques établis de PKA demeure malgré tout inconnue a ce

moment-ci.

En somme, les canaux Ca®’, K et I’adénylate cyclase sont les effecteurs les mieux
caractérisés des récepteurs GABA-B localisés a la membrane de surface. Ils permettent
I’intégration rapide de signaux GABA extracellulaires par les neurones et astrocytes qui
les expriment. Les récepteurs GABA-B localisés a la surface membranaire sont en réalité
des dimeres des sous-unités GABA-B1 et GABA-B2. Nous présenterons la découverte de
ces sous-unités de méme que les mécanismes moléculaires nécessaires a leur bon

fonctionnement dans la prochaine section.

1.1.2.5 Clonage de GABA-B1

Les séquences des deux principales isoformes d’un récepteur GABA-B ont été clonées
par expression chez le rat, a ’aide d’un essai de liaison a des antagonistes GABA-B
radiomarqués de haute affinité tels que le '*I-CGP64213 [Kaupman et al. 1997]. Elles
codent deux protéines de 960 et 844 résidus (130kDa et 100kDa), GABA-B1A et 1B,
issues du méme gene, et qui ne différent que par leurs domaines NH,-terminaux, les 147
premiers résidus de GABA-B1A étant remplacés par 18 résidus différents chez GABA-
BI1B. Le récepteur GABA-B1 partage 18-23% d’acides aminés identiques et 43-48%

d’acides aminés reliés avec les récepteurs mGluR1 et CaSR (récepteur sensible au Ca®").

11
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Ces trois récepteurs font partie de la famille C de récepteurs 7-TMs et se démarquent par
leurs grands domaines N-terminaux extracellulaires. La crystallographie du domaine N-
terminal de mGIuR1 supporte la notion que ces domaines extracellulaires, constitués de
deux lobes, entourent leurs ligands respectifs comme les plantes carnivores de la famille
Dioneae gobent les mouches, d’ou le concept du « Venus flytrap » [Kunishima et al.
2000]. Ces domaines partagent un certain degré d’homologie structurale et de séquence
avec des protéines de liaison d’acides aminés retrouvées chez la bactérie, LIVBP et LBP
[Kaupmann et al 1997]. La queue C-terminale de GABA-BI, constituée de 102 résidus,
est affublée d’un domaine « coiled-coil» grace auquel le récepteur interagit avec la
plupart de ses interacteurs (fig. 2). Ce domaine est immédiatement suivi d’un motif de
rétention RE RSRR et d’une séquence PEST. Ces régions destructurées, a forte
prévalence de résidus proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T), sont
associées a la courte demi-vie de plusieurs protéines telles que des facteurs de
transcription et des régulateurs du cycle cellulaire (Myc, Fos, Jun, p53, etc.) [Rechsteiner
et Rogers, 1996]. Les trois derniers résidus de GABA-BI1, LYK, constituent un ligand

pseudo-PDZ pour lequel aucune protéine interactrice n’a encore été identifiée.

1.1.2.6 Isoformes GABA-B1

Tel que mentionné précédemment, GABA-B1A et GABA-BIB ont été les deux
premicres isoformes identifiées. Elles sont également les isoformes les plus abondantes
du SNC. Elles sont générées par initiation alternative de la transcription plutoét que par
épissage, un deuxiéme site d’initiation étant présent dans 1’intron GABA-B1A précédant

I’exon 6 [Martin et al, 2001 ; Pfaff et al. 1999]. Les 147 résidus supplémentaires de

12
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Figure 2. Séquence de la queue C-terminale de GABA-B1. GABA-BI interagit avec la plupart de ses
interacteurs protéiques via un domaine « coiled-coil » illustré en gras (résidus 880-923). I est
immédiatement suivi d’un motif RSRR de rétention RE (en souligné, résidus 923-926) et d’une séquence
PEST (en encadré, résidus 927-939). Les trois derniers résidus de GABA-BI1, LYK, constituent un ligand
pseudo-PDZ pour lequel aucune protéine interactrice n’a encore été identifiée.

13
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GABA-B1A contiennent deux domaines Sushi, modules d’interaction protéine-protéine
originalement identifiés dans les protéines du complément et essentiellement retrouvés
dans les molécules d’adhésion cellule-cellule. Une isoforme GABA-BIC contenant
seulement un domaine Sushi a été identifiée chez I’humain. Une isoforme GABA-BIE,
codant seulement le domaine extracellulaire, a également été identifiée. Elle est peu
exprimée dans le SNC, davantage en périphérie [Schwarz et al. 2000]. Elle est sécrétée

dans le milieu de culture lorsque surexprimée dans des cellules mammiferes.

GABA-B1A et 1B ont des profils d’expression différents selon les régions du systéme
nerveux, les neurones considérés et le stade de développement cérébral. GABA-B1A
prédomine par exemple dans les ganglions de la corne dorsale. Dans le cervelet, GABA-
B1A est retrouvé dans la couche granulaire, contenant les somas des cellules du méme
nom, tandis que GABA-BIB est exprimé dans la couche moléculaire, soit sur les
dendrites des cellules de Purkinje. GABA-BIA est exprimé plus fortement que GABA-
B1B dans le cerveau embryonnaire tandis que GABA-BI1B reprend le dessus a 1’age

adulte.

Il est suggéré depuis un bon moment que des domaines N-terminaux divergents
permettent aux deux isoformes GABA-B de médier des fonctions cellulaires distinctes en
les ciblant a des compartiments sous-cellulaires différents. Des localisations
respectivement pré- et postsynaptiques de GABA-B1A et GABA-B1B ont d’ailleurs été
suggérées par des études en électrophysiologie et en microscopie électronique chez des

souris « knock-out » isoforme-spécifiques GABA-BI1A et GABA-B1B [Vigot et al.

14
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2006; Perez-Garci et al. 2006]. Alors qu’au sein de synapses hippocampales CA1-CA3
les récepteurs GABA-BIA agissent en hétérorécepteurs présynaptiques sur des
terminaisons glutamatergiques, les récepteurs GABA-B1B médient essentiellement une
inhibition postsynaptique. La plasticité synaptique est de plus perturbée par 1’absence de
GABA-B1A mais non pas celle de GABA-BIB, ce qui démontre des roles

physiologiques propres a chacune des deux isoformes GABA-B principales du SNC.

1.1.2.7 Hétérodimérisation GABA-B1/B2

Méme si le domaine N-terminal du récepteur GABA-B1 lie efficacement le ligand et que
ses ¢léments structuraux semblent étre ceux requis d’un RCPG, il ne couple pas ses
effecteurs traditionnels (canaux Kir3, canaux Ca’" et adénylate cyclase) efficacement en
systémes hétérologues d’expression [Kaupmann et al. 1997]. Lors de son clonage, la
rétention du récepteur a la membrane du RE a été avancée pour expliquer cet échec
[Couve et al 1998]. Plusieurs groupes sont donc partis a la recherche du facteur manquant
qui permettrait au récepteur GABA-B1 de récupérer sa fonction. Cette quéte a
¢éventuellement mené a la publication de trois articles scientifiques dans la méme édition
de la revue Nature, suivie de la publication d’un article dans la revue Science et d’un
autre dans la revue JBC, cinq articles identifiant donc une deuxi¢me sous-unité, GABA-
B2, possédant 35% d’homologie de séquence avec GABA-BI, et devant étre coexprimée
avec cette dernicre afin de permettre le ciblage a la surface membranaire et le couplage
des voies de signalisation [Jones et al. 1998 ; White et al. 1998 ; Kaupmann et al. 1998 ;
Kuner et al. 1999 ; Ng et al. 1999]. 1l s’agissait de la premicre description d’'un RCPG

hétérodimérique. La coexpression de GABA-B1 et GABA-B2 permet en effet un robuste
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couplage Gyo-dépendant aux canaux Kir3, la stimulation de la liaison du GTPy[>’S] et
I’inhibition de I’accumulation d’AMPc stimulée par la forskoline, selon un profil
pharmacologique trés semblable a celui précédemment rapporté pour les récepteurs
GABA-B dans le cerveau de rat. L’affinit¢ de GABA-B1 pour le GABA est augmentée
par un facteur de 10 par la coexpression de GABA-B2, telle que mesurée par I’inhibition
de la liaison du ['**JCGP64213 et ce malgré le fait que GABA-B2 ne puisse lier seul les

ligands GABA-B.

Ces travaux ont de plus montré, en hybridisation in sifu, une codistribution des ARNs
messagers GABA-B1 et GABA-B2 au sein des mémes cellules neuronales et une forte
colocalisation dans plusieurs régions cérébrales, notamment dans le cortex cérébral,
I’hippocampe, les couches de Purkinje et granulaires du cervelet, le thalamus et les

ganglions de la corne dorsale.

Le criblage d’une librairie d’ADNs complémentaires de cerveau humain avec le domaine
« coiled-coil » C-terminal de GABA-BI, en systéme de double hybride chez la levure, a
¢galement permis d’identifier la sous-unit¢ GABA-B2 en tant qu’interacteur GABA-B1
majeur. Cette interaction de GABA-B1 et GABA-B2 a été confirmée par des expériences
de coimmunoprécipitation. Les domaines « coiled-coil » sont des interfaces de
dimérisation retrouvés dans un grand nombre de protéines et leur implication dans
I’interaction GABA-B1-GABA-B2 apparait logique. On note toutefois qu’une étude
ultérieure a montré que l’isoforme GABA-BIE, uniquement constitu¢ du domaine

extracellulaire de GABA-BI1, peut coimmunoprécipiter avec GABA-B2, ce qui suggere

16



Chapitre I — Introduction Récepteurs GABA

que les domaines « coiled-coil » ne sont pas les seuls interfaces de dimérisation entre

GABA-B1 et GABA-B2 [Schwartz et al. 2000].

1.1.2.7.1 Motif RSRR

Le récepteur GABA-BI1 est retenu au RE par la présence d’un motif de rétention RSRR
(arginine, sérine, arginine, arginine) dans sa queue C-terminale, immédiatement apres le
domaine « coiled-coil » (fig. 2) [Margeta-Mitrovic et al. 2000]. Des motifs semblables,
contenant des résidus arginines, ont également été identifiés dans les sous-unités Kir 6 et
SUR (« sulfonylurea receptor ») des canaux Karp, les récepteurs NMDA, les canaux
CFTR (« cystic fibrosis transmembrane conductance regulator ») et les canaux Ca*"
voltage-dépendants [Zerangue et al. 1999 ; Standley et al. 2000; Scott et al. 2001; Xia et
al. 2001 Chang et al. 1999 ; Bichet et al. 2000]. Le motif RSRR de GABA-B1 est masqué
par la dimérisation avec GABA-B2, ce qui permet le ciblage de GABA-B1 a la surface
membranaire. Si sa mutation en ASAR permet 8 GABA-B1 d’étre ciblé en surface en
absence de GABA-B2, elle ne permet pas pour autant le couplage des effecteurs
classiques. Cela suggere que la sous-unit¢ GABA-B2 n’agit pas seulement en protéine

chaperone, mais qu’elle assume également d’autres fonctions au sein de I’hétérodimere.

1.1.2.7.2 Roles respectifs de GABA-B1 et GABA-B2 au sein de
I’hétérodimere

Cela nous amene a discuter des roles respectifs de GABA-B1 et GABA-B2 au sein de
I’hétérodimere. On savait déja que la liaison du ligand était assumée par le domaine N-

terminal de GABA-B1 depuis son clonage [Kaupmann et al. 1997]. L’étude de

récepteurs mutés et de chimeéres GABA-B, au sein desquelles certains domaines GABA-
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B1 ont été remplacés par leur équivalent GABA-B2 et vice-versa, a permis d’approfondir
sur le role de GABA-B2 et de montrer que sa deuxieme boucle intracellulaire, mais non
celle de GABA-BI, est impliquée dans le couplage de la protéine G [Galvez et al. 2001 ;
Calver 2001 ; Havlickova et al. 2002]. Ce role s’ajoute donc a ceux de stabilisateur de la
liaison entre GABA-BI et son ligand et de chaperone, mentionnés précédemment. Un
réle des domaines C-terminaux dans I’interaction directe avec protéine G et effecteurs a
par ailleurs été proposé, méme si la délétion presqu’enticre des queues C-terminales de
GABA-B1 et GABA-B2 n’empéche pas I’hétérodimere d’étre fonctionnel [Calver 2001 ;

Margeta-Mitrovic et al. 2001].

1.1.2.7.3 Observations non-expliquées par le modele du récepteur

hétérodimere GABA-B1/B2
La découverte de GABA-B2 et de la nécessité de I’hétérodimérisation GABA-B1/B2 a

permis d’¢lucider les mécanismes de couplage Gi,-dépendants du récepteur GABA-B1 a
ses effecteurs traditionnels, soit les canaux Kir3, les canaux Ca®" et I’adénylate cyclase. I1
explique de plus le ciblage membranaire de la sous-unit¢ GABA-BI1, trappée au RE en
absence de la sous-unit¢ GABA-B2. Certaines observations demeurent toutefois mal

supportées par ce modele et sont développées dans les lignes qui suivent.

1.1.2.7.3.1 Localisation intracellulaire de GABA-B1

Plusieurs articles traitant de la localisation de GABA-B1 dans le SNC font non seulement
¢tat de marquages GABA-B1 au niveau des dendrites et terminaisons synaptiques,
attendus de récepteurs agissant en surface de la cellule et relayant des signaux

synaptiques et/ou périsynaptiques, mais ¢également d’importants marquages

18



Chapitre I — Introduction Récepteurs GABA

intracellulaires [Sloviter 1999 ; Charles 2001 ; Gonchar 2001 Lopez-Bendito, 2004 ;
Panzanelli et al. 2004 ; Lee et al. 2006]. Ces marquages sont conséquents avec ceux
obtenus en immunohistochimie confocale de cellules transfectées. En comparaison, des
marquages intracellulaires ne sont pas rapportés pour GABA-B2. La forte présence de la
sous-unit¢ GABA-B1 a I'intérieur de la cellule, méme dans un contexte de coexpression
avec GABA-B2, ameéne la possibilité que cette sous-unité, lorsque non-dimérisée avec
GABA-B2, puisse signaliser depuis les endomembranes. A ce propos, les évidences
s’accumulent a leffet que les RCPGs sont en mesure de moduler les voies de
signalisation depuis des sites intracellulaires tels que le noyau, le RE et I'appareil de
Golgi [Gobeil et al. 2006 ; Boivin et al. 2008]. Ces évidences seront discutées a la section

1.3.

1.1.2.7.3.2 Modulation irréguliére des effecteurs par GABA-B1

Un couplage irrégulier des canaux Kir3 en oocytes de Xénope a été rapporté lorsque
GABA-BI1 est surexprimé seul en cellules hétérologues [Kaupmann et al. 1997, 1998].
Cela pourrait suggérer que GABA-BI est inhibé par un mécanisme inconnu en absence
de GABA-B2 et qu’il pourrait étre fonctionnel seul, dans un contexte ou cette influence

négative serait levée.

1.1.2.7.3.3 Différences régionales dans I’expression de GABA-B1 et
GABA-B2

Plusieurs publications, dont celles rapportant le clonage de GABA-B2, montrent une forte
colocalisation des transcripts GABA-B1 et GABA-B2 dans la plupart des régions du

cerveau adulte du rat [Jones et al. 1998 ; White et al. 1998 ; Kaupmann et al. 1998 ;
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Berthele et al. 2001 ; Clark et al. 2000 ; Durkin et al. 1999 ; Charles et al. 2001]. 11 est
toutefois fait mention d’une plus forte expression de GABA-B1 dans certaines régions du
cerveau, notamment dans le corps stri¢, le noyau accumbens, I’hypothalamus et le bulbe
olfactif. Les différences les plus marquées sont observées dans le corps strié. A
I’extérieur du SNC, la prédominance de GABA-BI1 a été également notée dans I'utérus, la
rate, I'intestin gréle et les poumons [Calver et al. 2000]. Ces données suggerent que la
sous-unit¢ GABA-B1 est en mesure de fonctionner seule ou en association avec d’autres
partenaires protéiques que GABA-B2 dans certaines régions et types cellulaires du

cerveau.

1.1.2.7.3.4 Différences développementales dans I’expression de GABA-
B1 et GABA-B2

Le GABA est une molécule versatile qui, en plus de médier des actions fondamentales
dans le SNC adulte, agit en facteur régulateur lors des étapes de prolifération, de
migration et de différentiation neuronale au cours du développement cérébral, via
I’activation des récepteurs GABA-A, GABA-B et de la signalisation Ca®" [Owens et
Kriegstein, 2002 ; Manent et Represa, 2007]. Or, une discordance dans 1’expression
régionale et temporelle des sous-unités GABA-B1 et GABA-B2 a été notée dans le
cerveau embryonnaire de rongeur par différents groupes [Kim et al. 2003 ; Li et al. 2003 ;
Martin et al. 2004 ; Lopez-Bendito et al. 2002]. 11 y est en effet une période de temps
(E14-E16), qui coincide avec les étapes de prolifération et de migration des cellules
neuronales précurseures, ot GABA-BI1 est exprimé plus fortement que GABA-B2. Les
exemples de sous-populations cellulaires exprimant fortement GABA-B1 mais

faiblement GABA-B2 sont multiples et il serait exhaustif de les décrire ici. GABA-BI1 est
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retrouvé dés E14 dans des régions du cerveau en développement qui sont riches en
cellules souches neuronales et gliales, et qui fournissent une part importante du contigent
de neurones pyramidaux, d’interneurones corticaux et hippocampaux. Ces marquages,
essentiellement intracellulaires, augmentent progressivement jusqu’a E18 et s’étendent a

plusieurs autres régions cérébrales.

Jusqu’a présent, les réponses électrophysiologiques GABA-B les plus précoces ont été
observées a E18 dans le cortex et I’hypothalamus [Obrietan et al. 1999]. Le rdle du
récepteur GABA-B dans le cerveau en développement n’est toutefois pas nécessairement
tributaire de la modulation de conductances ioniques de surface. La modulation de voies
de signalisation non-électriques par un récepteur GABA-B1 non-diméris¢ a GABA-B2
pourrait d’ailleurs soutenir la régulation transcriptionnelle par le baclofen de 20 genes
dans des cultures hippocampales primaires de rats E18 [Ghorbel et al. 2005], un contexte
ou la modulation de conductances électriques par le récepteur GABA-B n’a pas été
montrée. Plusieurs des geénes régulés codent pour des protéines des voies « mitogen-
activated protein kinase » (MAPK), la liste incluant en effet Rabl8, une GTPase
(guanosine triphosphatase) de la famille Ras, CNK-1 (« connector enhancer of KSR-1 »),
une protéine d’échaffaudage de la voie MAPK-ERK1/2, MKK4, une MAP2K en amont
de JNK et p38, ainsi que de MKK®6, une MAP2K en amont de p38. Ces voies seront
discutées a la section 1.4. Plus encore, il est possible que cette régulation spécifique de la
transcription d’ARNs messagers soit retrouvée avant E18, a un moment ou I’expression

de GABA-B1 surpasse celle de GABA-B2 de maniére encore plus importante.

21



Chapitre I — Introduction Récepteurs GABA

En somme, la localisation prédominamment intracellulaire de GABA-B1, la modulation
irréguliere des effecteurs par GABA-BI de méme que les différences régionales et
développementales dans I’expression de GABA-B1 et GABA-B2 sont des observations
mal soutenues par le modéle du récepteur hétérodimérique GABA-B1/B2 et qui
suggerent que la dimérisation GABA-B1/B2 n’est pas le seul mécanisme permettant aux
récepteurs GABA-B de coupler les voies intracellulaires de signalisation. Cette
éventualité, aux implications potentielles dans le contexte du cerveau en développement,
n’empéche pas que le modéle de I’hétérodimeére GABA-B1/B2 de bien supporter le

fonctionnement des récepteurs GABA-B de surface.
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1.2 These défendue

L’existence de récepteurs hétérodimériques GABA-B1/B2 est acquise et explique de
maniére trés satisfaisante la modulation de conductances Ca”" présynaptiques, de
conductances K" postsynaptiques de méme que I’inhibition de ’adénylate cyclase par le
GABA et les autres agonistes GABA-B. Il est toutefois possible que des récepteurs
GABA-BI1 soient fonctionnels en absence de GABA-B2 et qu’ils soient en mesure de
moduler certaines voies de signalisation intracellulaires depuis les endomembranes plutot
que depuis la membrane de surface, sans nécessairement impliquer de canaux ioniques.
De tels récepteurs pourraient sous-tendre les actions retardées du signal GABA dans le
contexte des cellules neuronales et gliales du cerveau mature et embryonnaire. La
démonstration convaincante d’un couplage direct de récepteurs GABA-B1 aux voies de
signalisation intracellulaire représenterait une nouvelle plate-forme pour expliquer les

effets du GABA dans des contextes autres que celui de synapses inhibitrices matures.

La section qui suit débutera par un résumé de la littérature concernant les récepteurs a 7-
TMs intranucléaires, théme central de nos travaux sur le récepteur GABA-BI1. 1l sera
suivi de la description d’une voie de signalisation intracellulaire effectrice potentielle de
la sous-unit¢ GABA-BI1 en absence de GABA-B2, la voie MAPK-ERK1/2, objet de la
premiere partie des travaux de cette thése. Nous introduirons en dernier lieu le facteur de
transcription ATF-4, un interacteur GABA-B1 étudi¢ dans la deuxi¢me partie de nos

travaux sur la signalisation GABA-B1.
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1.3 Récepteurs a 7-TMs intranucléaires

Parmi les mécanismes de fonctionnement des récepteurs 7-TMs de surface, ceux couplant
des stimulis extracellulaires a des réponses physiologiques rapides et non-génomiques
(sécrétion hormonale, contraction musculaire, métabolisme cellulaire) sont les mieux
définis. Ils impliquent I’activation des sous-unités o et Py des protéines G
hétérotrimériques, capables de stimuler différentes enzymes qui catalysent la production
d’une variété de seconds messagers (inositol triphosphates, DAG, Ca®>", AMPc, GMPc)
ou encore d’activer directement des canaux ioniques. En revanche, les mécanismes par
lesquels les récepteurs 7-TMs médient des réponses biologiques retardées (division
cellulaire, prolifération et apoptose) demeurent mal compris, a I’exception du couplage de
la voie AMPc-PKA-CREB par les récepteurs couplés a Gs et Gy, et du couplage aux

voies MAPK (qui sera décrit a la section suivante).

La theése que nous défendons propose I’existence de récepteurs GABA-B1 intracellulaires
fonctionnels. Mais qu’est-il connu quant aux mécanismes de fonctionnement des
récepteurs 7-TMs intracellulaires? D’abord, la localisation nucléaire de récepteurs 7-TMs
a ¢t¢ démontrée par lutilisation d’une variété de méthodes expérimentales
(immunohistochimie, microscopie électronique et confocale, autoradiographie, études de
liaison, cytométrie de flux, essais fonctionnels, etc.). Ces travaux, revisés par Gobeil et al.

(2006) de méme que par Boivin et al. (2008), sont résumés et enrichis au tableau 1.

La présence d’une multitude de composantes des systémes effecteurs a également été

démontrée aux membranes nucléaires et dans le nucléoplasme. La liste inclut protéines G
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Récepteurs a 7-TMs intranucléaires

Tableau 1. Evidences expérimentales de localisation nucléaire des récepteurs 7-TMs

Récepteur Type cellulaire/tissu Espéce Méthode de détection Références
Famille 1
ACh Cornées, cellules cornéennes, cellules | Lapin Autoradiographie Lind et Cavanagh
CHO 1993,1995
a-AR Cardiomyocytes néonataux et adultes Rat Etudes de liaison, MC-GFP Boivin et al. 2006
Souris MC-GFP, IHC Huang et al. 2007
B-AR Cardiomyocytes néonataux et adultes Rat Etudes de liaison Buu et al. 1993
Cardiomyocytes adultes Rat, Etudes de liaison, [HC, WB Boivin et al. 2006
souris
Angiotensine II Cellules endothéliales et musculaires | Rat Autoradiographie Robertson et Khairallah,
(AT-R) lisses vasculaires, cardiomyocytes 1971
Foie Rat Essai de solubilité chromatine, études de | Re et al. 1983, 1984
liaison
Foie Rat Etudes de liaison Booz et al. 1992
Foie Rat Etudes de liaison; essai de transcription Eggena et al. 1993, 1996
Cortex cérébral Rat IHC (Ang II) Erdmann et al. 1996
Cardiomyocytes Rat Essai électrophysiologique De Mello 1998
Cellules musculaires lisses vasculaires | Rat Microinjection d’Ang IT et essai Ca** Haller et al. 1999
Cerveau, neurones Rat ICC et WB (AT)) Luetal. 1998
Cellules musculaires lisses vasculaires | Humain THC et WB (AT)); essai Ca** Bkaily et al. 2003
Cellules endothéliales et musculaires | Rat, Etudes de liaison Lee et al. 2004
lisses vasculaires hamster
Cellules musculaires lisses vasc.A10 | Rat MC-GFP, génes rapporteurs Cook et al. 2006
et CHO-K1
Cellules musculaires lisses vasculaires MC-GFP, WB Cook et al. 2007
A10, cellules CCF-STTG1, COS-7
Apeline (APJ) Cervelet, cellules D283 transfectées Humain IHC, ICC et WB (ApelinR) Lee et al. 2004
Chemokine Hépatome, cellules HT 29 Humain IHC (CXCRy) Shibuta et al. 2002
CXCR4 NSCLC Humain IHC (CXCRy) Spano et al. 2004
Cellules Hela Humain ICC (CXCRy) Gobeil Jr et al. 2006
Dynorphine B Cardiomyocytes Hamster Etudes de liaison; activité PKC et essai | Ventura etal. 1998
de transcription (RPA)
Endothéline-1 Foie Rat Etudes de liaison Hocher et al. 1992
(ETR) Cellules musculaires lisses vasculaires | Humain Essai Ca”' Bkaily et al. 2000
Cardiomyocytes, cerveau Chien, rat | ICC et WB (ETj3); activité PKC et essai | Boivin et al. 2003
CaZ +
Cellules endothéliales endocardiques Humain ICC (ET-1, ETg); essai Ca* Jacques et al. 2005
Ghrelin Cellules HEK293 transfectées Humain MC-GFP Leung et al. 2007
(GLRN-R)
Leukotriéne D4 | Cancer colorectal, cellules Int 407 et IHC, ICC, MC-GFP, WB (CysLT)); | Nielsen et al. 2005
(CysLT)) CaCO-2 essai Ca”
LPA (LPA|R) Cellules endothéliales microvascu- | Porc, rat Ftudes de liaison; IHC, ICC, WB | Gobeil et al. 2003, 2006
laires cérébrales, foie, cellules HTC4 (LPA,); essai Ca®', activation Akt, essai
transfectées transcription (RT-PCR) et activité eNOS
Cellules CHO, PCl12, neurones THC, WB (LPA,), cytométrie de flux Waters et al. 2006
cérébelleux granulaires
M¢élanocortine Cellules H295R (adrénocarcinome) Humain WB (MC2R) Doufexis et al. 2007
(MC2R)
M¢élatonine Cellules choriocarcinome placentaire Humain ICcC Lanoix et al. 2006
(MT2)
Neuropeptide Y | Cellules hypophysaires Rat ICC (NPY) Chabot et al. 1998
Cellules endothéliales endocardiques Humain ICC (NPY,); radioimmunoessai pour | Jacques etal.2003
NPY; essai Ca”'
Opioides Cellules neurohybrides NG 108-15 Humain, THC, ICC, études de liaison, essai de | Belcheva et al. 1993
(OPR1/2) hamster transcription Ventura et al. 1998
PAF (PAFR) Foie Rat Essai de production de DAG Miguel et al. 2001
Cerveau, cellules endothéliales | Porc Etudes de liaison, IHC, ICC, cytométrie | Marrache et al. 2002

microvasculaires cérébrales, cellules
CHO transfectées

de flux (PAFR); radioimmunoessai
(PAF); essai Ca”’, production AMPc et
1P, liaison NF«xB, essai de transcription
(RT-PCR)

Zhu el al. 2006
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Peptide Cellules HT29 Humain Etudes de liaison Omary et al. 1987
vasoactif
intestinal
Prolactine Foie Rat Activité PKC Buckley et al. 1988
Prostaglandines | Cerveau, myométre, cellules HEK293 | Rat, Etudes de liaison; ICC et IHC (EP,); | Bhattacharya et al. 1998
(EP14) et Swiss 3T3 transfectées porcelet essai  Ca’* et de transcription
(hybridization ARN)
Cerveau, foie Rat, Etudes de liaison; WB (EP3,, EP4), ICC | Bhattacharya et al. 1999
porcelet (EP3,, EPy4); essai Ca®" essai de
transcription (hybridization ARN)
Essais fonctionnels EP;: activation | Gobeil et al. 2002
Cellules endothéliales microvascu- | Porc MAPK et Akt, production AMPc et IPs,
laires cérébrales essai Ca’" et de transcription (RT-PCR)
Tachykinine Cellules neuronales du ganglion de la | Rat ICC,IHC Boer et al. 2006
(NK;R) corne dorsale
Famille 2
Hormone para- | Cellules ostéoblastes-like Souris ICC (PTHrP) Henderson et al. 1995
thyroidienne Foie, rein, intestin, utérus, ovaires | Rat IH (PTH,R et PTHrP); WB (PTH,R) Watson et al. 2000
(PTH,R) MC3T3-El, UMRI106, cellules SaOS2 ICC (PTH,R) Watson et al. 2000
Cartilage, ostéoclastes Cerf IHC, ICC et WB (PTH,R) Faucheux et al. 2002
Cellules ostéoblastes-like Souris IHC, WB (PTH,R) Pickard et al. 2006
Famille 3 Neurones, cellules HEK293 | Rat ICC et WB (mGlus); essai Ca”", études O‘Malley et al. 2003,
Glutamate transfectées fonctionnelles 2005, 2007, 2008, 2009
(mGlIuR5)
«Gonadotropine C. IHC Vadakkadath et al. 2006
releasing Elegans
hormone»
(GnRHR)
Autres Jonction neuromusculaire glutama- | Droso- IHC (DFz2), WB (DFz2) Mathew et al. 2005
WNT (DFz2) tergique (postsynaptique) phile Ataman et al. 2006

ICC, immunocytochimie; IHC, immunohistochimie; MC-GFP, microscopie confocale avec protéines a fusionnées a la GFP; RPA,

essai de protection a la RNase; WB, immunobuvardage de type western.

(Gs, Gi/G,), enzymes (PLC-A2, C, D, PKC, PKA, adénylate cyclase, eNOS), canaux

joniques (K', Na*, CI', Ca*", Zn™"), pompes, échangeurs, composantes des voies MAPK-

Erk1/2, PI3K/Akt et Ca*" [William et Crouch 2000; Gobeil et al. 2003, 2005, 2006;

Bkaily et al. 2003; Marrache et al. 2004; Zhu et al. 2006]. La présence de ces différentes

protéines a la membrane nucléaire suggere la possible existence de voies de signalisation

RCPGs autonomes a cet endroit, indépendantes des voies RCPGs présentes a la

membrane de surface.

La seule présence de récepteurs et d’effecteurs en un endroit donné ne suffit pas a

conclure de I’existence de complexes de signalisation fonctionnels. Les ligands auxquels
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ces récepteurs sont sensibles doivent également étre présents a proximité. A cet égard, les
ligands des récepteurs activés par les lipides PGE,, PAF et LPA; ont fait ’objet d’une
caractérisation approfondie. Il a été établi que les diverses enzymes responsables de leur
synthése (PLA,, PLC, PLD, COX-2, PGE, synthase, etc.) sont détectées au noyau
cellulaire, ce qui est en faveur de la synthése de ces ligands endogenes a proximité du

réservoir de récepteurs nucléaires [Zhu et al. 2006].

La fonction méme des récepteurs PGE,, PAF et LPA; de noyaux isolés de cellules
endothéliales microvasculaires a également été étudiée. La stimulation avec des agonistes
spécifiques améne une augmentation du Ca®" intranucléaire (fig. 3A) [Zhu et al. 2006].
Cette augmentation dépend de Gij, et de canaux Kc,. Elle est suivie de I’induction de
genes pro-inflammatoires tels que c-fos, eNOS, COX-2 et iNOS via des mécanismes
partiellement compris impliquant MAPK-ERK1/2 et NF-kB. Il est fort probable que cette
induction dépende également des différentes composantes de la machinerie Ca®’
retrouvées au noyau (récepteurs EP3 et EP4, pompe Ca*"-ATPase, échangeur Na'/Ca™",
canaux TRPC, calmodulin, calreticulin, calpain, « calmodulin-dependent protein kinase
», facteurs de transcription etc...). Le lien direct avec 1’activation de la machinerie Ca*"

reste toutefois a étre démontré.
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En somme, les évidences s’accumulent a I’effet que certains récepteurs 7-TMs peuvent
opérer des voies de signalisation depuis la membrane nucléaire, des voies qui différent de
celles initiées depuis la surface membranaire. Ces évidences élargissent le cadre d’action
des récepteurs 7-TMs et les réconcilient d’une certaine facon avec la nature méme
d’agonistes issus du métabolisme des lipides membranaires ou d’acides aminés présents

en grande concentration a I’intérieur de la cellule.

Dans la section suivante, nous approfondirons sur une voie de signalisation candidate en

aval de récepteurs GABA-BI intracellulaires, la voie MAPK-ERK1/2. Elle fait I’objet de

la premiere partie de nos travaux.
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1.4 Voie MAPK-ERK1/2

La régulation spécifique de la transcription de multiples composantes des voies MAPK
par le baclofen, observée en cultures hippocampales primaires de rats E18 et mentionnée
précédemment, nous a amené a considérer cette voie en tant qu’effectrice potentielle en
aval de récepteurs GABA-BI1 fonctionnels en absence de GABA-B2 [Ghorbel et al.
2005]. Les voies MAPK sont des triades de kinases hautement conservées, classiquement
composées d’'une MAP kinase (MAPK), régulée par sa phosphorylation par une MAPK
kinase (MAP2K), elle-méme régulée par sa phosphorylation par une MAPKK kinase
(MAP3K) [Dhanasekaran et Johnson, 2007]. On recense au moins 11 MAPKs, 7
MAP2Ks et 20 MAP3Ks. L’activation par une variété de signaux extracellulaires
(facteurs de croissance, hormones, neurotransmetteurs, stress osmotique, etc.) des
différentes voies MAPKSs caractérisées chez les mammiféres (ERK1/2, ERK3/4, ERKS,
ERK7/8, INK1/2/3 et p38 a/B/y (ERK6)/0) contribue a une régulation spécifique des
processus cellulaires fondamentaux que sont I’embryogenése, la prolifération, la
différentiation et I’apoptose. La spécificité des MAP3Ks pour certaines MAP2Ks, celle
des MAP2KSs pour certaines MAPKs, de méme que le regroupement physique des triades
kinases en modules fonctionnels via des interactions protéine-protéine impliquant des
modules d’amarrage et stabilisées par des protéines d’échaffaudage, assure la spécificité
des signaux transmis [Raman et al. 2007]. La dérégulation des voies MAPKs est
impliquée de maniére importante dans le développement et la progression du cancer
[Dhillon et al. 2007]. La plus étudiée de ces voies, la voie Raf-MEK1/2-ERK1/2, est
dérégulée dans approximativement le tiers des néoplasies. L action positive des ligands

RTKSs et RCPGs sur la voie MAPK-ERK1/2 dépend de plusieurs voies paralleles liant ces

29



Chapitre I — Introduction Voie MAPK-ERK1/2

récepteurs aux petites protéines G (protéines G hétérotrimériques, transactivation de
RTKs, recrutement de [-arrestine, etc...) dont I’importance varie selon les types
cellulaires considérés. Nous introduirons plus particuliecrement 1’activation par
I’entremise des différentes protéines G hétérotrimériques et des kinases dépendantes de
seconds messagers tels que ’AMPc, le DAG, I'IP; et le Ca*" [Luttrel, 2002]. Les autres

mécanismes sont présentés en annexe.

1.4.1 G,

Les récepteurs couplés a la protéine G sont en mesure d’activer la voie MAPK-ERK1/2
par I’activation AMPc et/ou PKA-dépendante de différentes protéines GEF (« guanine
nucleotide exchange factor ») (fig. 3) [Goldsmith et Dhanasekaran, 2007]. L’importance
des différentes voies varie selon les types cellulaires considérés. Les voies convergeant
sur la petite protéine G Rap-1 et B-Raf ont été relativement bien caractérisées. La Rap-1-
GEF EPAC (« exchange protein directly activated by cAMP »), par exemple, est régulée
de maniére positive par ’AMPc et permet I’activation de la voie MAPK-ERK1/2 en
cellules rénales de rat. Une autre Rap-1-GEF, C3G (« Crk SH3 domain-binding guanine
nucleotide-releasing factor »), activée indirectement par la tyrosine kinase Src, elle-méme
activée par PKA, permet également I’activation de MAPK-ERK1/2 par G dans plusieurs
autres types cellulaires. Une voie G4s — AMPc — PKA — Ras menant 8 MAPK-ERK1/2 a
¢galement été rapportée et impliquerait les activations PKA-dépendante de la Ras-GEF
GRF1 et PKA-indépendante de la Ras-GEF CNrasGEF (« CN-Ras- guanine nucleotide

exchange factor »).
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Un effet inhibiteur de G sur la voie MAPK-ERK1/2 est également recensé et implique
la phosphorylation PKA de I’isoforme Raf-1 ou C-Raf en sérine 259 ou la séquestration
de C-Raf par Rap-1 activé, possible de par les similitudes structurales entre les domaines

effecteurs de Rap-1 et de Ras.

En résumé, Ggs tend a stimuler des modules B-Raf-MEK1/2-ERK1/2 via Rap-1 dans les
cellules exprimant B-Raf. Elle inhibe ou active toutefois les modules C-Raf-MEK1/2-
ERK1/2 des types cellulaires exprimant C-Raf sans qu’une tendance générale ne se

dégage.

1.4.2 G;

La protéine G;j, inhibitrice de I’adénylate cyclase, exerce des effets essentiellement
stimulateurs de la voie MAPK-ERKI1/2 et ce par une activation directe ou indirecte de
Ras, médiée par des mécanismes G, et Gg,-dépendants (fig. 4). L’activation de MAPK-
ERK1/2 par G,i» implique la suppression de voies inhibitrices. Son effet inhibiteur sur
I’adénylate cyclase conduit par exemple a une diminution de I’activité PKA et de I’effet
inhibiteur de la phosphorylation PKA sur C-Raf. Cela résulte en un effet potentiateur de

’activation de la protéine G, sur la signalisation Ras-C-Raf.

Tel que mentionné précédemment, Rap-1 peut inhiber la voie C-Raf-MEK1/2-ERK1/2

par séquestration de C-Raf. G2 peut en revanche limiter cet effet inhibiteur de Rap-1 sur

Raf par sa capacité a recruter la protéine Rapl GAPII a la membrane, ce qui diminue

31



Chapitre I — Introduction Voie MAPK-ERK1/2

I’activité Rap-1. L’effet net de I’activation de Gg; sur la voie C-Raf-MEK1/2-ERK1/2 est

ainsi positif.
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Figure 3. Régulation d’ERK1/2 par G,. Figure montrant les différentes voies G en mesure d’activer
MAPK-ERK1/2. Leur importance varie selon les types cellulaires considérés. La Rap-1-GEF EPAC active
Rap-1 suivant sa propre activation par I’AMP,. La Rap-1-GEF C3G active quant a elle Rap-1 suivant son
activation PKA et Src-dépendante. On note également une régulation négative de PKA sur C-Raf. Lignes
se terminant par des fleches, régulation positive, lignes se terminant par un trait, régulation négative.
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La médiation des effets positifs d’une variété de RCPGs sur la voie MAPK-ERK1/2
implique Gg,. Elle influe notamment sur des modules MAPK-ERK1/2 en aval de Ras.
Elle est dépendante d’une activité tyrosine kinase qui varie selon le contexte cellulaire.
La cascade débute par 1’activation initiale de PLC-f et/ou PI3K. La stimulation de PLCJ
méne a une augmentation de la production d’IPs;, de Ca*", puis & D’activation de la
tyrosine kinase Pyk2 kinase par Ca®’-calmoduline. Pyk2 active ensuite une deuxiéme
tyrosine kinase, Src, qui stimule & son tour la protéine adaptatrice Shc, ce qui mene a

’activation de Ras par la Ras-GEF mSOS.

Un autre mécanisme de couplage Gg, des récepteurs G; a la voie MAPK-ERK1/2,
indépendant de Src et de She, implique la phosphorylation de la dynamine II et son
association avec Grb2 [Kranenburg et al. 1997]. Ce mécanisme est dépendant de PI3K de
méme que d’une tyrosine kinase favorisant la formation des complexes dynamin II-Grb2.
La capacité de la dynamine a lier la Ras-GEF SOS et Ras pourrait sous-tendre I’effet
activateur de Gg, sur Ras. La dynamine est une protéine par ailleurs associée a
I’endocytose vésiculaire, elle-méme nécessaire a 1’activation de MAPK-ERK1/2 par H-
Ras [Hinshaw et Schmid, 1995; Praefcke et McMahon, 2004; Roy et al. 2002].
L’endocytose dépendante de la dynamine II pourrait ainsi étre déterminante dans

I’activation de MAPK-ERK1/2 par Gg,.
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Figure 4. Régulation d’ERK1/2 par G;. Figure montrant les différentes voies G; en mesure d’activer
MAPK-ERK1/2. Leur importance varie selon les types cellulaires considérés. L’effet inhibiteur de G; sur la
synthése d’AMP, ameéne une diminution de I’activit¢é PKA et ainsi de son effet inhibiteur sur C-Raf.
L’activation de G, ameéne le recrutement de Rap-1GAPII a la membrane, ce qui limite la séquestration de
C-Raf par Rap-1. Gg, active quant a elle la voie MAPK-ERK1/2 via PLCB, la genése d’IP; et la
mobilisation du Ca®" intracellulaire, puis I’activation de Pyk2 kinase par Ca*'-calmoduline. Lignes se
terminant par des fléches, régulation positive, lignes se terminant par un trait, régulation négative.
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143 G,

La voie Gq, PTX-résistante, conduit aussi a I’activation de MAPK-ERK1/2 (fig. 5). Les
voies PLC-DAG-PKC et PLC-IP3-Ca”" sont notamment bien décrites. Dans le cas de la
voie PLC-DAG-PKC, les isoformes PKC activées par Goq peuvent stimuler directement
C-Raf par phosphorylation. La voie PLC-IP3-Ca*" méne quant & elle a Ras par la cascade
Calmoduline-Pyk2-Src-She-SOS. La contribution de ces deux voies, typiques, varie selon
les RCPGs et types cellulaires considérés. On note que les sous-unités Gg, dissociées de
protéines G activées peuvent également activer la voie MAPK-ERK1/2 suivant la

stimulation de PLCp.

Un autre mécanisme impliquant une Rap-1-GEF dépendante de DAG et du Ca®’,
CaDAG-GEFI (« calcium and diacylglycerol-regulated guanine nucleotide exchange
factor ») favorise I’activation par Rap-1 de modules MAPK-ERK1/2 incluant B-Raf. Les
différentes voies liant la protéine Gq a la voie MAPK-ERK1/2 ne sont pas mutuellement

exclusives puisque I’activation de G4 améne une accumulation tant de DAG que d’IPs.

L’existence de plusieurs voies reliant coopérativement un RCPG donné a MAPK-
ERK1/2 (Gs, Gi, Gg, transactivation, B-arrestine, etc.) semble étre la norme plutdt que
I’exception. La multiplicité des voies en amont de MAPK-ERK1/2 permet une flexibilité
dans I’intégration des différents signaux mitogeénes en une réponse cohérente, de par ses
parametres d’intensité et de durée, lesquels déterminent la nature prolifératice ou

différenciatrice de la réponse cellulaire [Vaudry et al. 2002; Pouysségur et al. 2002].
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Figure 5. Régulation d’ERK1/2 par G,. Figure montrant les différentes voies Gy en mesure d’activer
MAPK-ERK1/2. Leur importance varie selon les types cellulaires considérés. La voie PLC-DAG-PKC
méne a Dactivation directe de C-Raf. La voie PLC-IP;-Ca’" méne quant a elle a Ras par la cascade
Calmoduline-Pyk2-Src-She-SOS, qui peut étre également activée par Gg,. La genése de DAG et la
mobilisation du Ca®" intracellulaire qui suivent 1’activation de PLCP par G, aménent I’activation de Rap-1
par CaDAG-GEFI puis celle de B-Raf. Lignes se terminant par des fléches, régulation positive, lignes se
terminant par un trait, régulation négative.
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Dans le cadre de I’introduction de cette theése sur la signalisation des récepteurs GABA-
B1 intracellulaires, nous présenterons en dernier lieu le facteur de transcription ATF-4,

un interacteur GABA-B1 ¢étudié¢ dans le cadre de la deuxieme partie de nos travaux.
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1.5 ATF-4, collaborateur potentiel de récepteurs GABA-B1 fonctionnels
en absence de GABA-B2

Trois groupes ont identifi¢ ATF-4 (« activating transcription factor 4») comme
interacteur GABA-B [Nehring et al. 2000 ; Vernon et al. 2001 ; White et al. 2000]. ATF-
4 est un facteur de transcription de type glissiére a leucine, constitué¢ de 351 résidus chez
le rat, possédant un domaine de liaison de I’ADN (glissi¢re a leucine) C-terminal et un
domaine transcriptionnel N-terminal. Il porte de plus un site de phosphorylation MAPK
N-terminal mais aucun site PKA ou PKC. ATF-4 peut former des hétérodimeres avec des
facteurs de transcription de sa propre famille ou de la famille C/EBP (« CCAAT enhancer
binding protein »), via des interactions entre domaines « coiled-coil », augmentant ainsi
la sélectivité et la diversité des interactions protéines-ADN I’impliquant. Il peut activer
ou réprimer la transcription selon le contexte [Newman et Keating, 2003]. ATF-4 est
faiblement exprimé de maniére ubiquitaire en conditions physiologiques normales, mais
est fortement régulé a la hausse par différents stress cellulaires tels que I’accumulation de
protéines mal-repliées dans le RE, la déprivation d’acides aminés comme la leucine ainsi
que par les ARNs a double brin viraux [Rutkowski et Kaufman, 2003]. La cellule répond
a ces stress en inhibant la traduction de la plupart des ARNs messagers, via la
phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elF2a (« eukaryotic initiation
factor 2a »). La traduction de quelques rares ARNs messagers est toutefois
paradoxalement régulée a la hausse par un mécanisme de type « leaky-scanning » de
multiples cadres de lecture ouverts [Hinnebusch et al. 2002]. Le transcript ATF-4 est 'un
de ces rares transcripts, et sa régulation positive a 1’étape de la traduction permet
’activation transcriptionnelle de génes impliqués dans le métabolisme des acides aminés
et dans la protection contre le stress oxydatif. Dans le cerveau, un role d’inhibiteur de la
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potentiation a long terme et de la consolidation de la mémoire a par ailleurs été trouvé

pour ce facteur de transcription [Chen et al. 2003].

L’interaction GABA-B1/ATF-4 a été trouvée a I’aide du systéme de double hybride chez
la levure puis reproduite en coimmunoprécipitation de cellules transfectées et
d’homogénats de cerveaux [White et al. 2000]. Elle se produit entre le domaine glissiére
a leucine C-terminal d’ATF-4 (résidus 301-337) et le domaine « coiled-coil » C-terminal
de GABA-B1. La co-distribution d’ATF-4 et GABA-BI a ¢été observée en
immunohistochimie confocale de cultures neuronales primaires corticales et cérébelleuses
[White et al. 2000], de cultures neuronales primaires hippocampales transfectées et de
cellules amacrines de la rétine [Nehring et al. 2000 ; Vernon et al. 2001]. GFP-ATF-4 est
relocalisé dans la région périnucléaire lorsque coexprimé avec GABA-B1 mais non pas

lorsque coexprimé avec GABA-B2 en cellules HEK293 [Vernon et al. 2001].

Des résultats conflictuels concernant I’effet de 1’activation de GABA-B1 sur le ciblage
sous-cellulaire d’ATF-4 ont été obtenus [Vernon et al. 2001 ; White et al. 2000]. Suivant
la stimulation des récepteurs GABA-B, la translocation d’ATF-4 tant vers le noyau que
vers le cytosol a en effet été observée. L’activation de la transcription d’un geéne
rapporteur sensible 8 ATF-4 suivant la stimulation des récepteurs GABA-B est observée
et le profil pharmacologique de cette réponse est compatible avec celui du récepteur

GABA-B [White et al. 2000].
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L’interaction entre le récepteur GABA-B1 et le facteur de transcription ATF-4 est donc
démontrée en systeme de double hybride et en études de coimmunoprécipitation. Son rdle
physiologique mérite d’étre étudié davantage puisqu’il amene la possibilité d’un mode de

signalisation nucléaire inédit pour le récepteur GABA-BI.
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Résumé

Dans le cadre de I’introduction de cette thése traitant de la signalisation des récepteurs
GABA-B, nous avons revisité les mécanismes admis de couplage aux canaux Ca®", K" et
a ’adénylate cyclase, tributaires de la dimérisation GABA-B1/B2. Nous avons par la
suite émis I’hypothése, sur la base d’observations mal soutenues par le modéle du
récepteur dimérique GABA1/B2 que la sous-unit¢ GABA-B1 puisse intégrer des signaux
depuis les endomembranes en absence de GABA-B2. Nous avons pour cette raison
résumé la littérature des récepteurs 7-TMs intracellulaires. Nous testons I’hypothése a
I’effet que les récepteurs endomembranaires GABA-BI1 régulent la voie MAPK-ERK1/2
(dont I’activation par les protéines G hétérotrimériques a également été présentée) au
chapitre III. A la fin de cette introduction, nous avons présenté le facteur de transcription
ATF-4, interacteur GABA-B1. Nous testons I’hypothése a I’effet que les récepteurs
GABA-BI1 intracellulaires signalent en régulant les voies de signalisation intranucléaires

ATF-4 au chapitre IV.
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2.1 Agents pharmacologiques

Le R-(+)-Baclofen, le GABA ainsi que la toxine pertussis proviennent de Sigma, le CGP
46381, le CGP 52432, le SCH 50911 et le CGP 55845 de Tocris. La Bisindolylmaleimide
I, la chelerythrine chloride, 1’U73122, le PP2, le SB203580, le PD98059 et

I’epoxomicine viennent de Calbiochem et la Wortmannine de Kamiya Biomedical.

2.2 Anticorps

Anti-GABA-B1 C-terminal de lapin (SC-14006), anti-GABA-B1A N-terminal de chévre
(SC-7340), anti-ATF-4 de lapin (SC-200) et anti-CHOP/Gadd153 de souris proviennent
de Santa Cruz; anti-GABA-B1B de lapin d’Alpha Diagnostic International; anti-
hGABA-B2 (C-terminal) de souris, anti-GFP de lapin et anti-GFP de souris d’Invitrogen;
anti-phospho ERK1/2 (Thr202/Tyr204) de lapin, anti-phospho-MEK1/2 (Ser217/221) de
lapin, anti-phospho-elF4E (Ser209) de lapin et anti-phospho GSK3a/B (Ser21/Ser9) de
lapin de Cell Signalling; anti-calnexin de lapin de StressGen; anti-Bip/GRP78 de souris,
anti-GM130 de souris, anti-nucléoporine p62 de souris, anti-SC35 de souris de BD
Biosciences; anti-GAPDH de souris d’Ambion; anti-V5 de souris d’Invitrogen. Les
anticorps secondaires Alexa 488 de lapin, Alexa 555 de souris, et Alexa 647 de chevre,

utilisés en immunohistochimie confocale, ont été obtenus de Molecular Probes.
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2.3 Constructions

hGABA-BIA et hGABA-B2 dans pcDNA3.1 proviennent de Perkin Elmer Biosignal
(Montréal, Québec, Canada) tandis que les plasmides pFR-Luc, pFA-CMV et pFA2-Elk-
1 ont été généreusement fournis par le Dr Sylvain Meloche (IRIC, Université de
Montréal). Des plasmides codant pour hGABA-B4 suivi de GFP10 ou RLuc fusionné a
sa partie C-terminale ont également été générés [David et al. 2006]. V5-hGABA-BA a
été généré par ’insertion d’une étiquette V5 entre les résidus Glycine 185 et Glutamine
186. Toutes ces constructions ont été vérifiées par séquencage bidirectionnel et validées
fonctionnellement en électrophysiologie « patch clamp » configuration « cellules

entieresy.

Des produits PCR, codant pour le domaine C-terminal de hGABA-BIA (résidus 861-
961), précédé ou non d’une cassette V5, ont été générés et clonés dans pcDNA3.1+ en
utilisant les sites de restriction Kpnl et Xbal. Les plasmides résultants ont ét¢ nommés
pcDNA3.1-GABA-BI-CT et pcDNA3.1-V5-GABA-BI-CT. Des versions de ces 2
plasmides, avec les trois derniers résidus codants (LYK) mutés en alanine ont également
été générés et nommés pcDNA3.1-GABA-BI-CT LYK AAA et pcDNA3.1-V5-GABA-
B1-CT LYK AAA. Toutes ces constructions débutent par une séquence Kozak et ont été

séquencées bidirectionnellement.

2.4 Culture cellulaire et transfections

Les cellules HEK293 proviennent d’Invitrogen et les cellules DI-TNC1 ont

généreusement fournies par le Dr Christian F. Deschepper (Institut de recherches
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cliniques de Montréal, Québec). Les astrocytes ont été achetés de QBM Cell Science
(Ottawa, Ontario) ou fournis gracieusement par M. Jeffery Haines du laboratoire du Dr
G. Almazan (Université McGill, Montréal, Québec). Ils ont été isolés de cultures gliales
mixtes de rats Sprague-Dawley nouveaux-nés et placés en culture pendant 12h avec
changement de média tous les 3 jours. Les flasques de cellules ont ensuite ét¢ brassés
pendant une nuit a 280 RPM afin d’enlever les cellules microgliales et les
oligodendrocytes. Les astrocytes adhérents ont ensuite été enlevés par trypsinisation et
placés en culture sur des lamelles recouvertes d’ornithine. Les différents types cellulaires
ont été cultivés dans du média «Dulbecco’s modified Eagle’s» supplémenté avec du FBS
10% (Wisent or BioMedia). Les transfections transitoires de cellules HEK293 ont été
effectuées sur des cellules ayant atteint une confluence de 75-90% dans des flasques T75
avec de la Lipofectamine (Invitrogen) ou encore du Fugene 6 (Roche) selon les
recommandations du manufacturier et les cellules ont ensuite été cultivées pendant 48h
avant |’utilisation dans le cadre des expériences décrites plus loin. Les transfections des
cellules DI-TNC1 ont quant a elle été effectuées avec 1’agent transfectant Fugene HD
(Roche) et ont été optimisées selon les recommandations du fabricant, a un ratio de
3.25ul Fugene HD:1pug ADN, ce qui a permis d’obtenir un haut pourcentage de cellules
transfectées (>75%) et ce de maniére constante dans les différentes études de

surexpression de la lignée DI-TNCI.
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Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 24 ou 48h avant 1’utilisation dans le cadre

des expériences décrites plus loin.

2.5 Stimulation de la phosphorylation d’ERK1/2

Les cellules ont été déprivées de FBS pendant 8h (cellules HEK293) ou 16h (cellules DI-
TNCI) et traitées pour les temps indiqués avec des agonistes ou antagonistes GABA-B
ou encore avec FBS (10% v/v) a 37°C. Elles ont ensuite été lysées dans un tampon
constitu¢ de 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.025% sodium deoxycholate, 10%
glycerol (v/v), 25 mM NaF, 10 mM MgCl,, 1 mM EGTA, ImM Na3VOs, 10 pg/ml
leupeptin, 10 mM benzamidine, 0.5 pM microcystin, 1% Triton X-100 (v/v), 0.1 mM
PMSF et 5 mM dithiothreitol (DTT). Des échantillons ont subséquemment été préparés
pour le SDS-PAGE et I’état de phosphorylation d’ERK1/2 (p42/p44) a été déterminé par
immunobuvardage avec anti-phospho-ERK (dilution 1:1000). Les membranes ont
ensuite été décapées et resondées avec anti-GABA-BI (1:1000) ou anti-GAPDH

(1 :4000) afin de contrdler I’expression de GABA-BI1 et la quantité totale de protéines.

2.6 Immunoprécipitation

Les cellules HEK293 transfectées avec divers plasmides ADNs ont été solubilisées dans
le tampon RIPA (1% NP-40, 50mM Tris-HCI pH 7.5, 150mM NaCl, ImM EDTA, 1mM
EGTA, 0.1 % SDS, 5ug/ml aprotinin, 2ug/ml leupeptin et 1mM PMSF). 500ug de
protéines solubilisées, dans un volume final d’1 ml, ont été pré-nettoyées avec 100ul de
billes agarose anti IgG de lapin (1h, 4°C) et subséquemment incubées en présence de

2ug/ml d’anti-GFP de lapin (1h, 4°C). Les billes ont ensuite été centrifugées et lavées 6
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fois avec du tampon RIPA et ¢luées dans du tampon de chargement SDS 1X. Les ¢luats
ont ensuite ét¢ assujettis a une électrophorése SDS-PAGE suivie d’un immunobuvardage

de type western.

2.7 Immunobuvardage de type western

Tous les lysats cellulaires entiers ont été préparés avec le tampon de lyse décrit dans la
section précédente. Les échantillons, préparés dans le tampon SDS de charge, ont été résolus,
sur des gels a gradient linéaire 10-20% SDS-polyacrylamide. A la fin de la migration, ils ont
été équilibrés dans un tampon de transfert constitué de 25mM Tris, 192mM Glycine, 0.075%
(p/v) SDS pendant 10min et les protéines transférées sur des membranes PVDF (100V, 30
min) dans un systéme de transfert mouillé. Les membranes ont ensuite été¢ bloquées dans
TBST 5% (p/v) lait écrémé (1h, RT) et sondées pendant une nuit avec les anticorps
pertinents. Aprés des étapes de lavage, les membranes ont été sondées avec des anticorps
secondaires conjugués a la HRP (1:20 000) et les bandes visualisées avec 1’agent

chemiluminesent Western Lightning (PerkinElmer Life Sciences).

2.8 RT-PCR

L’ARN total a été isolé des cellules DI-TNCI avec le kit RNeasy (Qiagen). Une réaction
de synthése d’ADNs complémentaires (ADNc) a ensuite été effectuée avec 1pug d’ARN
total, des amorces aléatoires hexanucléotidiques et de la transcriptase inverse M-MLV
(Invitrogen), dans un volume final de 20ul. 35 cycles de PCR ont été effectués avec
I’enzyme ADN polymérase Taq (Invitrogen) et Sul de la réaction de synthése d’ADNc ou

Ing d’ADNc plasmidique purifié (dans le cas du controle positif GABA-B2). Les
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séquences d’ADNs des différentes amorces utilisées ont été les suivantes 5’ to 3’):
GABA-BI1 sens GCCATGTGGTCTTTGATGCCA; GABA-B1 antisens
TGCCAGTGAGCAGCCCACA GCAG; GABA-B2 sens ATCGCGGAGTCCCTCCA
AGGC; GABA-B2 antisens CGTG AGGAATTGGCCTCCACA; GABA-Bp sens
GAACCAGTCTTTGACCATCAT; GABA-B. antisens
GGCATTGCTCACTTGCTCTTG. Les températures de liaison pour GABA-B1, GABA-
B2 et GABA-BL ont été 55°C, 57°C ou 55°C et 55°C, respectivement. Les mémes
amorces ont été utilisées pour les expériences de PCR quantitative. Ces expériences,
effectuées avec un instrument Corbett Rotor-Gene (Corbett Research, distribué par
Montréal Biotech, Montréal, Québec, Canada), ont consisté¢ en la création de courbes
standard par dilution en série de I’ADNCc servant de patron dans une solution (volume
final 25 1) contenant également les amorces et le mélange « gPCR SYBR Green master

mix » de Cedarlane.

2.9 Transfert d’énergie de résonance bioluminescente (BRET)

Le BRET a été effectué tel que décrit précédemment [Hébert et al. 2006 ; Rebois et al.
2006; David et al. 2006]. Des suspensions de cellules transfectées avec des constructions
étiquettées avec GFP10 ou luciférase (contenant 50-100ug de protéines), ont été pipettées
dans une plaque blanche a 96 puits OptiPlate (Perkin Elmer, Meriden CT). L’essai fut
initi¢ par ’addition du substrat RLuc perméable a la membrane, Coelenterazine 400a
(Biotium). Le volume final dans chaque puit était de 100ul et la concentration finale de
RLuc 1pM. Le ratio BRET, qui est défini comme le ratio entre les quantités de lumicre

émises a la plus longue et a la plus courte longueur d’onde, a été mesuré immédiatement
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aprés ’addition du substrat a I’aide d’un lecteur de plaques Fusion universal (Perkin

Elmer) et de filtres 410/80 et 515/30 nm.

2.10 Immunohistochimie confocale

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles pendant 2 jours dans le DMEM-FBS10% et
déprivées de FBS pendant 12h lorsqu’assujetties a des traitements pharmacologiques.
Elles ont ensuite été fixées au paraformaldéhyde 3% (w/v) pendant 10 minutes. Apres 3
lavages au PBS, les cellules ont été bloquées et perméabilisées pendant 1h dans une
solution PBS contenant 5% (p/v) de sérum normal pré-immune d’ane. (Jackson
Laboratories) et 0.2% (v/v) Triton X-100. Les cellules fixées et perméabilisées ont été
incubées pendant une nuit a 4°C dans une solution PBS contenant 1% (p/v) de sérum
normal pré-immune d’ane, 0.2% (v/v) Triton X-100 et les anticorps primaires. Le jour
suivant, aprés 3 lavages au PBS, les cellules ont été incubées avec les anticorps
secondaires Alexa Fluor 488, 555 et 647 (dilution 1 :400) pendant 60 min a la noirceur et
encore une fois lavées 3 fois avec du PBS. Les lamelles ont ensuite été montées a 1’aide
d’une solution contenant 66% (v/v) glycérol, 33% d’H,O et 0.66% (w/v) 1,4-
Diazabicyclo{2.2.2}octane (DABCO). Les images en microscopie confocale ont été
prises sur un systéme Zeiss LSM-510 avec un objectif corrigé (Zeiss Plan-Apochromat
X63, ouverture numérique 1.4 a I’huile). Les séries d’image ont €té prises avec une
résolution spatiale de 0.06 x 0.06 x 0.16 afin de respecter I’échantillonnage Nyquist. La
molécule GFP (vert) a été excitée a 488 nm avec un laser Ar, émettant de la fluorescence
a 525nm. En certaines circonstances, les images ont ¢té déconvoluées avec le logiciel

Huygens Pro 2.4.1 (Scientific Volume Imaging) par estimation du maximum de
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vraisemblance jusqu’a ce que ce qu’un seuil de changement de qualité de 0.01 fut atteint.
Le « point spread function » (PSF) a été obtenu avec des billes 170nm conjuguées aux
fluorophores appropri¢s (Molecular Probes). Chaque valeur PSF utilisée a été la moyenne
de 15 billes différentes. Des expériences controles effectuées en absence d’anticorps

primaires ont révélé un faible bruit de fond indiquant la spécificité des anticorps utilisés.

2.11 Extraits nucléaires

Les extractions nucléaires ont été effectuées selon la méthode de Dignam et al. 1993. Les
cellules ont été lavées deux fois avec du PBS (1X), culottées (500g, 5min, 4°C) et
resuspendues dans 5 volumes de culot d’une solution tampon hypotonique froide,
constituée de 10mM HEPES-NaOH pH 7.9, 1.5mM MgCl,, 10M KCI et 0.5mM DTT.
Suite a une seconde centrifugation (1800g, 5min, 4°C), les culots ont de nouveau été
resuspendus, cette fois-ci dans 3 volumes de culot de la solution tampon hypotonique,
incubés sur glace pendant 10min, et homogénéisés avec 25 coups d’un homogénéisateur
Dounce de type B. Environ 90% des cellules ont été brisées, tel qu’estimé par la
coloration au bleu de Trypan, avant le culottage des noyaux (3300g, 15min, 4°C). Les
surnageants récupérés a cette étape ont été utilisés en tant que fractions post-nucléaires.
Les noyaux ont doucement été resuspendus dans un demi-volume nucléaire d’une
solution tamponnée, faible en sel, constituée de 20mM HEPES (pH 7.9), 25% Glycérol,
1.5mM MgCl,, 20 mM KCI, 0.2mM EDTA et 0.5mM DTT. Immédiatement apres, un
demi-volume nucléaire d’une solution tamponnée, haute en sel (méme composition que la
solution faible en sel mais contenant 1,2M KCI au lieu de 20mM) a été ajouté, goutte a

goutte, a chaque échantillon, alors qu’il était vortexé. Les échantillons ont été placés sur

50



Chapitre II — Matériel et méthodes

une plaque tournante (30min, 4°C), centrifugés (13200 rpm, 4°C), et les surnageants
dialysés contre 20mM HEPES (pH 7.9), 20% Glycérol, 100mM KCI, 0.2mM EDTA et
0.5mM DTT, congelés dans 1’azone liquide et entreposés a -80°C jusqu’a leur utilisation.
Tous les tampons ont été supplémentés avec des tablettes d’inhibiteurs de protéases

Complete sans-EDTA (Roche).

2.12 Essai de décompte cellulaire au crystal violet

Les cellules ont été transfectées, avec les plasmides pertinents, dans des plateaux a 24
puits tel que décrit précédemment. 24h apreés la transfection, les cellules ont été
trypsinisées et seul 1/6 a été remis en culture dans du média sans FBS pendant 24h
additionnelles avant que 1’on effectue I’essai de décompte cellulaire au crystal violet
(Gillies et al. 1986). Les cellules ont été fixées avec 1ml de PBS-glutaraldéhyde 1%
(15min, RT). Les cellules fixées ont ensuite été rinsées au PBS et colorées avec 0,5ml
d’une solution aqueuse contenant 0.1% crystal violet (30 min, RT). Les cellules ont
subséquemment été lavées a 4 reprises avec 1ml d’eau déionisée avec 1’extraction du
colorant dans 0,25ml d’une solution aqueuse contenant 0.2% Triton X-100 (toute la nuit,
4°C). La densitométrie optique de la solution Triton colorée a été mesurée sur un lecteur

de microplaques Fluostal Optima (BMG Labtechnologies).
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Chapitre 111

Couplage de la sous-unit¢é GABA-B1 a la voie MAPK-ERK1/2 en
absence de GABA-B2 dans la lignée cellulaire gliale DI-TNC1

Résultats

3.1 L’activation d’ERK1/2 par les récepteurs GABA-B1A dépend de
Gi/, et de MEK1/2 dans les cellules HEK?293.

Afin de vérifier la fonction des récepteurs GABA-B1A intracellulaires, nous avons
¢valué le couplage de la voie MAPK-ERK1/2 en cellules HEK293 transfectées. La
phosphorylation ERK1/2 en réponse a GABA, a 5 min post-stimulation, a ét¢ dépendante
de la concentration d’agoniste utilisée et saturable (10'8-10‘3 M; fig. 6A, ECsp estimé de
13 uM). La stimulation avec 100uM GABA a résulté en une augmentation rapide et
temporaire de la phosphorylation d’ERK1/2, avec un pic d’activation observé a 5 min
post-stimulation (fig. 6B). Ces résultats différent de ceux obtenus dans le cadre d’une
autre étude de la stimulation de la voie MAPK-ERK1/2 par GABA-BIA, qui montrent
une modeste augmentation de pERK, fortement potentiée par GABA-B2
[Balasubramanian et al. 2004]. Nous n’avons pas observé de potentiation de la

phosphorylation d’ERK1/2 en présence de GABA-B2 (données non-présentées).
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Figure 6. Augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 par P’activation du récepteur GABAg;, en
cellules HEK293. A) Courbe dose-réponse pour la phosphorylation d’ERK1/2 par le GABA. L’état de
phosphorylation d’ERK1/2 est montré au panneau supérieur de la figure (tel que mesuré avec un anticorps
anti-phospho ERK1/2) en réponse a la stimulation de cellules HEK293 transfectées transitoirement avec
GABA-BI1A. Les stimulations ont duré Smin. Partie inférieure, courbe dose-réponse représentative de
I’effet de GABA-B sur I’accumulation de pERK1/2. B) L’état de phosphorylation d’ERK1/2 est montré
dans la partie supérieure en réponse a la stimulation avec 100uM GABA pendant 0, 1, 5, 15, 30, 60 et 120
min. Afin de contrdler 1’expression des récepteurs transfectés (panneaux inférieurs des parties A et B), les
membranes ont été¢ décapées avec 0,2M NaOH pendant 15 min et resondées avec anti-GABA-BI. Les
données sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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Nous avons ensuite examiné la voie liant GABA-B1A a l’activation d’ERK1/2. La
dépendance du couplage sur Gy, a été vérifiée en traitant les cellules avec 1.5 pg/ul PTX
pendant 3h. L’augmentation de la phosphorylation ERK1/2 observée suite a une
stimulation de 5 min avec 100uM GABA a été abolie (fig. 7A) suite au traitement PTX.
La phosphorylation de base d’ERK1/2 étant également diminuée par le PTX, on ne peut
conclure que I’effet PTX soit entierement dépendant du couplage de GABA-BIA a Gy,.
La dépendance de I’effet GABA-B1A sur ERK1/2 aux protéines kinases MEK 1 et 2,
situées immédiatement en amont d’ERK1/2 dans la cascade kinase Ras-Raf-MEK1/2-
ERK1/2 canonique, a également été évaluée. La préincubation avec I’inhibiteur MEK1/2
PD98059 (20uM, 2h) a ¢éliminé I’effet de GABA-BIA tant sur la phosphorylation
d’ERK1/2 que sur celle de MEK1 et 2 aux résidus Ser217/221 (fig. 7B), confirmant ainsi

le role de MEK1/2 dans le couplage du récepteur GABA-BIA a la voie MAPK-ERK1/2.
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Figure 7. Modulation de I’effet GABA-B1 sur la phosphorylation d’ERK1/2 suite a I’inhibition de
Gio, MEK et PKC. A) Panneau supérieur, 1’état de la phosphorylation d’ERK1/2 par des cellules HEK293
transfectées transitoirement avec GABA-BIA, préincubées ou non avec la toxine PTX (1.5ug/ml, 3h), est
montré suite a une stimulation de Smin avec 100uM GABA. Panneau inférieur, les membranes ont été
décapées dans 0,2M NaOH pendant 15min et resondées avec anti-GABA-B1. B) Expériences similaires
avec des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec GABA-B1A, préincubées ou non avec
PD98059 (10uM, 2h) et bisindolylmaleimide (0.5-1uM, 30min), et stimulées pendant Smin avec 100uM
GABA. Panneau inférieur, la membrane a ensuite été décapée et sondée avec anti-phospho Ser217/221
MEK1/2. C) Expériences similaires avec des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec GABA-
B1A, préincubées ou non avec chelerythrine chloride (10uM, 30min), et stimulées pendant Smin avec
100uM GABA. Panneau inférieur, la membrane a été décapée et sondée avec anti-GABA-B1. Les données
sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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3.2 Modulation croisée par d’autres voies de signalisation

Tandis que nous caractérisions la voie de signalisation liant GABA-B1A a Dactivation
d’ERK1/2, nous avons noté que I’inhibition de certaines voies résultait en une
potentiation de I’effet du GABA. Le pré-traitement avec deux inhibiteurs PKC différents,
bisindolylmaleimide 1 (0.5uM et 1uM pendant 30min) et chelerythrine chloride (10uM
for 30min), a mené a la fois a une augmentation du niveau de base et a une potentiation
de la réponse GABA sur la phosphorylation d’ERK1/2 (fig. 7B et C). L’augmentation du
niveau de phosphorylation de base produite par la chelerythrine chloride peut en partie
étre expliquée par sa capacité a activer la voie MAPK-ERK1/2 indépendamment de
I’inhibition de PKC, tel que rapporté précédemment [Yang et al. 2008]. Le pré-traitement
des cellules avec des doses croissantes de I’inhibiteur PLC U73122 (1-10-20uM, 60min;
fig. 8A) ou de I’inhibiteur Src PP2 (1-5-uM, 60min; fig. 8B) a mené a une potentiation
dose-dépendante de I’effet GABA sur la phosphorylation d’ERK1/2. L’inhibition de
PI3K, un autre régulateur de la phosphorylation d’ERK1/2, avec la wortmannine (1uM,

30min) n’a pas changé la réponse au GABA (fig. 8C).
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Figure 8. Modulation de I’effet GABA-B1 sur la phosphorylation d’ERK1/2 suite a ’inhibition de la
PLC, de la tyrosine kinase Src et de PI3K. A) Panneau supérieur, 1’état de la phosphorylation d’ERK1/2
par des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec GABA-B1A, préincubées ou non avec U73122
(60min), est montré suite a une stimulation de Smin avec 100uM GABA. B) Expériences similaires avec
des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec GABA-B1A, préincubées ou non avec PP2 (1 et
5uM, 60min). C) Expériences similaires avec des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec
GABA-BIA, préincubées ou non avec la wortmaninn (1uM, 30min), et stimulées pendant Smin avec
100uM GABA. Les membranes ont ensuite ét¢ décapées dans 0,2M NaOH pendant 15min et resondées
avec anti-GABA-B1. Les données sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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3.3 Lalignée cellulaire gliale DI-TNC1 exprime GABA-B1 en absence
de GABA-B2

Afin de confirmer I’'information obtenue en cellules HEK293 transfectées, nous avons
cherché une lignée cellulaire exprimant des récepteurs GABA-B1 endogenes en absence
de GABA-B2. La lignée cellulaire DI-TNC1, qui résulte de la transfection d’astrocytes
diencéphaliques de type I de rat avec une construction d’ADN contenant la région
oncogénique précoce de SV40 sous contrdle transcriptionnel du promoteur GFAP humain
(Radany et al. 1992), a été choisie suite a la démonstration de I’absence d’expression de
GABA-B2 dans les cellules gliales natives [Clark et al. 2000]. Des réactions RT-PCR ont
été effectuées avec des amorces spécifiques pour les séquences des récepteurs GABA-BI1,
GABA-B2 et GABA-By (Calver et al. 2003, fig. 9A). Les amorces GABA-BI1 ont été
congues pour reconnaitre toutes les isoformes GABA-B1, sans distinction possible. Des
fragments correspondant aux poids moléculaires prédits ont été observés pour GABA-B1
(353pb; voie 1) et GABA-BL (376bp; voie 9) mais pas GABA-B2 (479bp; voie 3). La
réaction GABA-B2 a de plus été réalisée a une température 2°C plus basse que la Ty,
prédite pour les amorces GABA-B2, sans pour autant révéler le fragment prédit (fig 9A,
voie 6). L’utilisation de pcDNA3.1-hGABA-B2 comme base d’amplification a permis de
confirmer ’efficacité des amorces GABA-B2 (fig. 9A, voies 4 et 7). Les expériences de
PCR quantitative ont donné des résultats en tous points semblables (données non-
présentées). Nous avons ainsi conclu a ’absence de transcripts GABA-B2 dans la lignée

DI-TNCI.

Afin de confirmer cette absence de GABA-B2 au niveau protéique, nous avons effectué

une procédure d’immunobuvardage de type western sur des lysats cellulaires HEK293
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transfectés et DI-TNCI1 avec des anticorps dirigés contre les domaines C-terminaux des
récepteurs GABA-B1 et GABA-B2 (fig. 9B). Une bande de faible intensité¢ a été
reconnue par I’anticorps GABA-B1 mais non par I’anticorps GABA-B2, malgré
I’utilisation d’une grande quantité de lysat lors de la procédure (200 g). Les lysats des
cellules HEK293 transfectées avec pcDNA3.1-hGABA-B1A ou pcDNA3.1-hGABA-B2

ont confirmé la spécificité des anticorps.
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Figure 9. La lignée cellulaire gliale DI-TNC1 exprime GABA-B1 mais pas GABA-B2. A) Des
expériences en RT-PCR ont été effectuées avec des amorces spécifiques pour GABA-B1 (voie 1), GABA-
B2 (voies 3, 4, 6 et 7) et GABA-By (voie 9). pcDNA3.1 GABA-B2 a été utilisé comme contrdle positif des
amorces GABA-B2 utilisées (voies 4 et 7). L’expérience a été effectuée a deux températures de liaison
différentes (55°C et 57°C) dans le cas de GABA-B2. B) Immunobuvardage de type western de lysats DI-
TNC1 avec des anticorps anti-GABA-B1 et GABA-B2. Les fléches indiquent le récepteur GABA-B1
endogeéne.
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En immunohistochimie confocale, de forts marquages des membranes intracellulaires ont
été observés en utilisant un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de GABA-BI1A
(fig. 10A, panneau supérieur, image gauche). Ce marquage a été attribu¢ au RE sur la
base d’une forte colocalisation avec la calnexine mais pas la nucléoporine p62. Cette
observation est conséquente avec les nombreux rapports concernant la rétention
réticulaire de GABA-B1 en cellules transfectées [Calver et al. 2001 ; Couve et al. 1998 ;
Margeta-Mitrovic et al. 2000] ainsi qu’avec nos propres résultats avec GABA-B1A-GFP
et GABA-BIA (fig. 13B). Par opposition, le sondage avec I’anticorps GABA-B2 n’a
produit que de faibles marquages non-spécifiques (fig. 10A, panneau inférieur, image du
milieu). En somme, nos données montrent 1'utilité de la lignée cellulaire DI-TNC1 dans

I’étude des voies de signalisation modulées par GABA-B1 en absence de GABA-B2.
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Figure 10. Le récepteur GABA-B1A est localisé au RE dans les cellules DI-TNC1. A) Images
confocales déconvoluées montrant la colocalisation du signal anti-GABA-BIA avec anti-calnexine (RE)
mais non anti-nucléoporine p62 (membranes nucléaires) dans les cellules DI-TNCI. Les boites représentent
des vues élargies des régions indiquées sur les images entiéres. L’image gauche du panneau moyen montre
la colocalisation entre GABA-BI1 et la calnexine, I’image centrale la colocalisation entre la calnexine et la
nucléoporine p62 et I’image droite celle entre GABA-B1 et la nucléoporine p62. L’image gauche du
panneau inférieur montre la superposition des 3 marquages. Il n’y a pas eu de marquage spécifique observé
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avec anti-GABA-B2 dans les cellules DI-TNC1 (rangée inférieure, image du milieu) et pas de marquage
lorsque D’anticorps primaire est exclu (rangée inférieure, panneau droit). Des expériences semblables
effectuées dans des cellules HEK293 transfectées montrent une co-localisation entre des récepteurs GABA-
BI étiquettés avec V5 et la calnexine (B) de méme qu’un ciblage membranaire de GABA-B2 sondé avec
anti-GABA-B2 (C). Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes.

63



Chapitre III -GABA-B1 et MAPK-ERK1/2 Résultats

3.4 La stimulation de la phosphorylation d’ERK1/2 par le récepteur
GABA-B est démasquée par Dinhibition de PKC dans la lignée
cellulaire gliale DI-TNC1

Par opposition a ce qui a été observé en cellules HEK293 transfectées avec pcDNA3.1-
GABA-B1A (fig. 6A), la stimulation de cellules DI-TNC1 déprivées de FBS avec
I’agoniste GABA-B baclofen (100uM, 5 et 30 min, fig. 11A ; 15 min, fig. 11B) et les
antagonistes GABA-B CGP46381 (100uM), CGP55845 (1uM), SCH50911 (10uM) and
CGP52432 (100uM) (15 min, fig. 11B) n’a pas résult¢ en une augmentation de la
phosphorylation d’ERK1/2 (fig. 11A et 11B, partie gauche). Le baclofen a été utilisé dans
ces cellules puisqu’elles expriment peut-étre des récepteurs GABA-A en plus du
récepteur GABA-B1 [Radany et al. 1992]. Nous avons tenté d’utiliser un systeme de gene
rapporteur Elk-1 pour vérifier si des changements subtils des signaux MAPK auraient pu
étre amplifiés a 1’étape de I’expression génique. Nous n’avons toutefois pas été en mesure
de détecter de changements significatifs en réponse au baclofen (données non
présentées). Nous avons envisagé que le couplage du récepteur GABA-B1 endogene a la
voie MAPK puisse étre diminué par une régulation croisée de la voie p38 ou de PKC, tel
que rapporté pour d’autres récepteurs 7-TMs [Kogkopoulou et al. 2006 ; Lewthwaite et
al. 2006 ; Li et al. 1998 ; Ossum et al. 2006]. Le pré-traitement des cellules DI-TNC1
avec I’inhibiteur PKC chelerythrine chloride (10uM, 2h ; fig. 11B, c6té droit) mais non
pas avec l'inhibiteur p38 SB203580 (10uM, 2h ; fig. 11A, co6té droit), a démasqué la
stimulation de la voie MAPK-ERK1/2 par le récepteur GABA-B1, ce qui en accord avec
les résultats obtenus en cellules HEK293 transfectées. Les antagonistes classiques
GABA-B CGP46381, CGP55845, SCH50911 et CGP52432 ont également pu activer la

phosphorylation d’ERK1/2.
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Figure 11. Changements de I’état de phosphorylation d’ERK1/2 et de pelF4E suite a ’activation du
récepteur GABA-B1 dans les cellules DI-TNC1. A) La phosphorylation d’ERK1/2 est montrée en
réponse a la stimulation avec 100puM baclofen pendant 5 et 30 min de cellules DI-TNCI déprivées de FBS
et pré-traitées ou non avec I’inhibiteur MEK1 PD98059 (50uM, 2h) ou I’inhibiteur p38 SB203580 (10uM,
2h). B) Phosphorylation d’ERK1/2 et de la cible cytosolique elF4E en réponse a la stimulation avec 300pM
baclofen, 100uM CGP46381, 1uM CGP55845, 10uM SCH50911 et 100uM CGP52432 pendant 15 min de
cellules DI-TNCI1 déprivées de FBS et pré-traitées ou non avec I’inhibiteur PKC chelerythrine chloride
(10uM, 2h). Afin de contrdler la quantit¢ de protéines chargées, les membranes ont été décapées et
resondées avec anti-GAPDH. Les données sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.

65



Chapitre III -GABA-B1 et MAPK-ERK1/2 Résultats

N

A I’image de ce qui est déja montré pour plusieurs autres récepteurs 7-TMs, cela suggere
que les signaux dirigés par les ligands GABA-B varient selon le systéme effecteur étudié
[Kenakin, 2003 ; Violin et Letkowitz 2007]. Dans le cas de la stimulation baclofen, son
amplitude a été suffisante pour augmenter la phosphorylation du résidu sérine 209 du
facteur d’initiation eukaryotique 4E (elF4E) (fig. 11B), un facteur d’initiation liant le
chapeau des transcripts ARNm et activé par les voies MAPK p38 et ERK1/2 [Ueda et al.
2004 ; Wang et al. 1998]. Dans ce contexte d’inhibition de PKC, le baclofen semble plus
efficace que les antagonistes GABA-B dans la stimulation de la phosphorylation d’elF4E.
Cette activation temporaire et localisée de la voie MAPK-ERK1/2 méne donc a la
modulation subséquente de cibles cytosoliques impliquées dans la régulation de la
synthése protéique. En somme, nos résultats indiquent que la stimulation des récepteurs
GABA-B1 exprimés de maniere hétérologue ou des récepteurs endogénes des cellules
DI-TNCI1 meéne a I’activation de la voie MAPK-ERKI1/2 et suggére un nouveau role des

récepteurs GABA-B1 homodimériques en absence de GABA-B2.

3.5 Les récepteurs GABA-B1A peuvent former des homodiméres.

GABA-B1 doit hétérodimériser avec GABA-B2 afin d’étre ciblé a la surface
membranaire et de coupler les effecteurs classiques tels les canaux K™ a rectification
entrante Kir3 (« inwardly rectifying »). Il demeure toutefois possible que des
homodimeéres GABA-B1 soient formés et qu’ils demeurent retenus a I’intérieur de la
cellule a cause de leurs séquences de rétention RE [Margeta-Mitrovic et al. 2000]. Une
étude récente en fait d’ailleurs état [Villemure et al. 2005]. Afin de confirmer I’existence

de ces homodiméres GABA-BI, nous avons utilis¢ les approches de
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coimmunoprécipitation et de BRET. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec
hGABA-B1A-GFP, hGABA-BIA sauvage et des quantités variables de GABA-B2. Suite
a I'immunoprécipitation de GABA-BIA-GFP avec anti-GFP polyclonal, nous avons
détecté¢ la coimmunoprécipitation du récepteur GABA-B1A non-¢tiquetté, migrant a
110kDa, dans toutes les conditions de coexpression (fig. 12A; panneau supérieur). La
bande de faible intensité, également détectée dans le panneau supérieur de la fig. 12A,
correspond a GABA-B1A-GFP. La coexpression de GABA-B2 n’a pas diminué
I’interaction entre GABA-B1A-GFP et GABA-B1A sauvage, méme si des hétérodimeres
GABA-B1A-GFP/GABA-B2 ont également été observés (fig. 12A; panneau moyen).
Leur présence a ¢été proportionnelle a la quantit¢ d’ADNc GABA-B2 transfecté.
L’immunobuvardage de type western de lysats de cellules enti¢res a montré des niveaux
d’expression cohérents a travers les différentes conditions expérimentales (fig. 12B).
L’efficacité du protocole d’immunoprécipitation (c’est-a-dire la capacité a précipiter les

récepteurs étiquetté a la GFP) est illustrée a la fig. 12A (panneau inférieur).
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Figure 12. Les récepteurs GABA-B,, peuvent former des homodiméres. A) Coimmunoprécipitation de
cellules HEK293 transfectées avec hGABA-B1A-GFP, hGABA-BIA sauvage et hGABA-B2 sauvage.
Suivant I’immunoprécipitation avec anti-GFP polyclonal, les ¢éluats ont été assujettis a un
immunobuvardage de type western et sondés avec anti-GABA-B1 (panneau supérieur) ou anti-GABA-B2
(panneau moyen). La membrane sondée avec anti-GABA-B2 a ensuite été décapée avec une solution
NaOH pendant 15min puis resondée avec anti-GFP monoclonal (panneau inférieur) afin de confirmer
Pefficacité de I’immunoprécipitation. Les tétes de fleches foncées indiquent GABA-B1 sauvage (panneau
supérieur), GABA-B2 (panneau moyen) et GABA-B1-GFP (panneau inférieur). Un faible signal a
également été détecté pour GABA-BIA-GFP lorsque sondé avec anti-GABA-B1 (téte de fleche claire au
panneau supérieur). B) Immunobuvardage de type western de lysats cellulaires entiers montrant les
niveaux d’expression protéiques similaires des différentes constructions (panneau supérieur, GABA-B1
sauvage; panneau moyen GABA-B2; panneau inférieur, GABA-B1-GFP.
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Le BRET a ensuite été utilisé afin de confirmer ’homodimérisation GABA-B1. Des
constructions étiquettées GFP10 et luciférase en C-terminal ont été transfectées dans des
cellules HEK293 et le BRET a été évalué (fig. 13A). Afin de conclure que des mesures
de BRET réflétent des interactions protéine-protéine authentiques, les signaux BRET
doivent étre saturables, c’est-a-dire que l’augmentation en quantité de 1’accepteur
(protéine étiquettée avec GFP) résultera éventuellement en un transfert de toute 1’énergie
disponible du donneur (protéine étiquettée avec luciférase). La saturation des signaux
BRET GABA-B1-GFP/GABA-BI1-Luc est établie et suggere la spécificité de formation
des homodiméres [Villemure et al. 2005]. Les signaux BRET des paires GABA-B1-
GFP10/GABA-B1-Luc, GABA-B2-GFP10/GABA-B;-Luc et p>AR-GFP/B,AR-Luc
(controle positif) ont dépassé significativement ceux des paires KvLQT1-Luc/B,AR-GFP
et KVLQT1/GABA-B1-GFP10, interprétés comme des interactions non-spécifiques. Les
controles positifs et négatifs ont été exprimés a des niveaux similaires a ceux des autres
partenaires expérimentaux (données non-présentées, voir Rebois et al. 2006). L’étiquette
luciférase de KvLQT1-Luc est située du coté cytosolique de la surface membranaire, a
I’image des autres constructions luciférase utilisées. Par ailleurs, la colocalisation de
GABA-B1-GFP avec la calnexine endogéne a été¢ démontrée en microscopie confocale et

la distribution réticulaire est similaire a celle de GABA-B1A endogene (fig. 13B).

69



Chapitre III -GABA-B1 et MAPK-ERK1/2 Résultats

A-

0.5+ oy
0.4+ 1

E .3+

Kol

E I!}.E- bt it
.14
0.0

(@] (@]
Q)\)O '\,Qso Q)\)O '\,Q‘o QBQO
A & ¥
Q, o. % P

& N ¥ G ol
Q Q) Q0 N Q0

Q'\ N OV“ N O?“

< N o N o

0 K Q N
5 S < &
Q 2 ¥ s ¥
d e
o K3 ¥
s o X
B-
hGABA-B1A GFP10 Anti-Calnexine Fusion

Figure 13. Homodimérisation des récepteurs GABA-B1 en BRET. A) Ratios BRET” pour les paires
GABA-B1A-GFP10/GABA-BIA-Rluc et GABA-B1A-GFP10/GABA-B2-Rluc. Les données sont
exprimées en ratios BRET moyens + erreur standard de la moyenne pour au moins 3 expériences
indépendantes. La paire $,AR-GFP10/B,AR-Rluc a été utilisée comme contrdle positif et les paires GABA-
B1A-GFP10/KvLQT1-Rluc et B,AR-GFP10/KvLQT1-Rluc comme contrdles négatifs. B) La colocalisation
de GABA-BIA-GFP10 avec la calnexine endogéne montre la localisation au RE. Un large champ (images
supérieures) ainsi qu’une cellule représentative sont montrés (images inférieures).
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Couplage de la sous-unit¢é GABA-B1 a la voie MAPK-ERK1/2 en
absence de GABA-B2 dans la lignée cellulaire gliale DI-TNC1

Discussion

Dans le cadre du premier projet de cette thése, nous démontrons que les récepteurs
GABA-B1 peuvent stimuler la phosphorylation de la voie MAPK-ERKI1/2 lorsque
surexprimés en systémes hétérologues d’expression et exprimés de maniére endogene en
cellules DI-TNC1. Nous avons de plus généré des évidences suggérant que les récepteurs
GABA-B1 peuvent former des homodimeres localisés au RE en absence de la sous-unité
GABA-B2. Ces résultats montrent que les récepteurs hétérodimériques GABA-B1/B2 ne
sont pas la seule forme de récepteurs GABA-B fonctionnels. Des études récentes ont
montré que la surface membranaire n’est pas le seul endroit ou les récepteurs 7-TMs sont
fonctionnels, nombre de récepteurs étant en effet fonctionnels sur la membrane nucléaire
[revu dans Gobeil, 2006 et Boivin et al., 2008]. GPR30 est par exemple un récepteur 7-

TMs localisé au RE et activé par I’cestrogéne [Revankar et al. 2005].

3.6 Couplage des récepteurs GABA-B1 a la voie MAPK-ERK1/2

Nous avons montré la capacité des récepteurs GABA-B1 a coupler la voie MAPK-
ERK1/2 en cellules HEK293 transfectées. L’effet est rapide, avec un pic d’activation a 5
min de stimulation et dose-dépendant. L’effet est sensible a la PTX et requiert une
activit¢ MEK. La haute concentration de GABA (100uM) utilisée est compatible avec les
parametres de liaison rapportés précédemment pour ce récepteur lorsqu’exprimé sans
GABA-B2 [Kaupmann et al. 1997 ; Kaupmann et al. 1998]. La dépendance du couplage a

Gi/, est en accord avec les données originalement présentées dans ’article de clonage

71



Chapitre III -GABA-B1 et MAPK-ERK1/2 Discussion

moléculaire de GABA-BI1, et qui montrent la capacité a inhiber la formation d’AMPc en
absence de GABA-B2 [Kaupmann et al. 1997]. On a par ailleurs déja fait état du
couplage du récepteur GABA-B a la voie MAPK-ERKI/2 dans des tranches
hippocampales CAl [Vanhoose et al. 2002], mais I’on ne peut attribuer I’effet aux

récepteurs GABA-B1 ou GABA-B1/2 puisque les deux sous-unités sont exprimées.

Le ratio d’expression GABA-B1/GABA-B2 est trés élevé dans 1’hippocampe, comme
dans d’autres régions du cerveau, ce qui supporte la notion de récepteurs GABA-B1
fonctionnels. En effet, méme dans un contexte cellulaire ou les deux récepteurs sont
exprimés, un équilibre dans le ciblage de GABA-BI1 a la surface membranaire se crée
problablement selon les proportions de récepteurs GABA-B1 hétérodimérisés avec

GABA-B2 ou a des protéines non-identifiées.

Une observation inescomptée effectuée lors de cette étude est celle de 1’augmentation du
couplage du récepteur GABA-B1A a la voie MAPK-ERK1/2 suite a I’inhibition de PKC
dans la lignée DI-TNC1. Notre compréhension de cette régulation par PKC, qui demeure
parcellaire a ce moment-ci, nous a permis de détecter un effet de la stimulation de
GABA-B1 en absence de GABA-B2 en contexte endogeéne. Des résultats ultérieurs
obtenus par notre groupe suggerent toutefois que la dépendance du couplage GABA-B1-
MAPKI1/2 a I’inhibition PKC n’est pas absolue. L’activation de MAPK-ERK1/2 dans le
contexte d’inhibition de PKC s’est réverbérée jusqu’a elF4E, facteur d’initiation de la
traduction impliqué dans le recrutement des ARNs messagers, et régulé par la voie

MAPK-ERK1/2 via les elF4E kinases MNK1/2. PKC exerce généralement un effet

72



Chapitre III -GABA-B1 et MAPK-ERK1/2 Discussion

activateur sur ERK1/2 a travers diverses voies dont I’'influence varie d’une lignée
cellulaire a l’autre. Un couplage du récepteur angiotensine II a MAPK-ERKI1/2
dépendant de Ras et modulé négativement par PKC a toutefois été décrit dans des cellules
épithéliales GN4 de rat [Li et al. 1998]. Un mécanisme similaire pourrait expliquer la
potentiation du couplage de GABA-B1 a MAPK-ERK1/2 suite a I’inhibition de PKC et
pourrait expliquer les difficultés a détecter I’activation d’ERK1/2 dans d’autres lignées
cellulaires HEK293 [Balasubramanian et al. 2004]. Par extension, nos résultats suggerent
que la régulation croisée avec les récepteurs 7-TMs couplés a Gq pourrait étre un
déterminant important du couplage de GABA-B1 a MAPK-ERK1/2. En dernier lieu,
PKC peut réguler directement le récepteur GABA-BI, ce qui pourrait également
influencer le couplage de GABA-B1 a MAPK-ERK1/2 [Pontier et al. 2006]. L’inhibition
de PKC a permis de démasquer I’effet activateur d’antagonistes GABA-B reconnus.
Alors qu’on s’attendrait a ce qu’un ligand soit agoniste, agoniste partiel, agoniste inverse
ou antagoniste neutre avec la méme efficacité toutes voies confondues, les évidences
s’accumulent dans la littérature a 1’effet que la pharmacologie des récepteurs n’est pas
aussi simple qu’anticipé [Kenakin, 2003 ; Violin et Lefkowitz 2007]. Certains ligands,
appelés «ligands biaisés», sont en effet en mesure de stabiliser les récepteurs dans des
conformations qui stimulent ou inhibent sélectivement seulement certaines des voies en
aval de ceux-ci. Le concept a été initialement étudié¢ du c6té du récepteur muscarinique
acétylcholine M1 (mAchR M1), qui peut stimuler tant la production d’AMP, via G5 que
des réponses PLC via Gq. Plusieurs ligands de ce récepteur peuvent en effet bloquer les
réponses AMPc mais activer les réponses PLC [Fisher et al 1993; Gurwitz et al. 1994].

Le concept a ensuite été élargi pour inclure le recrutement de B-arrestine, suivant la
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découverte de ligands non-désensibilisants. Ces ligands sont capables d’activer la
signalisation via des protéines G, mais cette activation n’est pas suivie de la
phosphorylation du récepteur, du recrutement de [-arrestine et de [I’internalisation
[Whistler et von Zastrow 1998; Lewis et al. 1998; Kohout et al. 2004]. A I"opposé, des
ligands RCPGs en mesure de recruter B-arrestine sans activer une protéine G ont
¢galement été identifiés [Wei et al. 2003; Blanpain et al. 2002; Gesty-Palmer et al. 2006].

Il s’agit, a notre connaissance, du premier cas rapporté de ligands biaisés GABA-B.

3.7 Comment les ligands GABAergiques atteignent-ils ces récepteurs?

Nos données suggerent que le récepteur GABA-B1 demeure localis¢ sur les
endomembranes mais nous ne pouvons exclure qu’il y ait une circulation rapide entre les
endomembranes et la surface membranaire. Le récepteur GABA-BI1 fut originalement
identifié par clonage d’expression [Kaupmann et al. 1997], ce qui implique qu’il accéde
transitoirement a la surface membranaire ou encore que le ligand passe efficacement a
I'intérieur de la cellule. En contexte réel, des transporteurs GABA, opérationnels tant
dans les neurones que les cellules gliales, sont en mesure de fournir un ligand aux
récepteurs intracellulaires. Il y a deux réservoirs de GABA dans les neurones [Martin et
Barke, 1998 ; Soghomonian et Martin, 1998], soit un réservoir vésiculaire relaché
extracellulairement suite a ’arrivée de potentiels d’actions aux terminaisons synaptiques,
et un réservoir métabolique, cytosolique, qui pourrait activer les récepteurs GABA-B
toniquement, a condition que 1’orientation du domaine de liaison du ligand soit favorable
ou que les endomembranes soient perméables au GABA. L’entrée du baclofen dans la

cellule est probablement moins contraignant puisqu’il est un variant lipophilique du
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GABA. 1l est par ailleurs possible que des antagonistes GABA-B puissent étre des
ligands biaisés en mesure d’activer la signalisation ERK1/2, un phénomene démontré

pour un nombre croissant de ligands RCPGs [Kenakin 2003 ; Violin et Letkowitz, 2007].

3.8 Homodimérisation de récepteurs

L’homodimérisation des récepteurs de la famille C de récepteurs 7-TMs est bien décrite
pour mGluRs et CaSR, qui interagissent notamment par des ponts disulfides formés entre
les domaines N-terminaux extracellulaires [Bai et al. 1998 ; Kunishima et al. 2000 ;
Robbins et al. 1999 ; Romano et al. 1996]. Dans le cas des récepteurs GABA-B toutefois,
la nécessité de I’hétérodimérisation GABA-B1/B2 pour le couplage des effecteurs
classiques, de méme que la faible affinité¢ de la queue C-terminale de GABA-B1 pour
elle-méme a fait oublier 1’existence possible d’homodimeres GABA-BI1, interagissant via
les domaines transmembranaires ou N-terminaux et couplés a des effecteurs autres que
des canaux K', Ca*" ou I’adénylate cyclase. Nos données confirment la capacité des
récepteurs GABA-B1 a former des récepteurs homodimeres en absence de GABA-B2, ce
qui a également été rapporté par un autre groupe [Villemure et al. 2005]. Il est peu
probable que cette interaction n’implique le domaine « coiled-coil » C-terminal, non
seulement a cause de sa faible affinité pour lui-méme mais également parce que cela
masquerait les motifs de rétention RE et résulterait probablement en un ciblage des
multiméres GABA-B1 a la surface membranaire, ce qui n’est pas observé. La
coimmunoprécipitation du variant d’épissage GABA-BIE, qui consiste seulement du
domaine extracellulaire de GABA-B1, ou d’un récepteur GABA-B1B tronqué, avec

GABA-B2, nous informait déja de I’existence de régions additionnelles impliquées dans
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la dimérisation GABA-B1/B2 [Calver et al. 2001 ; Schwarz et al. 2000]. L’existence de
motifs spécifiques régulant I’homodimérisation versus I’hétérodimérisation, a I’'image de
ceux trouvés pour les récepteurs ErbB1 et ErbB2, peut maintenant étre envisagée [Gerber

et al. 2004].

En somme, nous démontrons dans ce premier projet le couplage Gi, et PKC-dépendant
de la voie pro-prolifératrice et pro-différentiatrice MAPK-ERK1/2 par des récepteurs
GABA-BI1 réticulaires homomériques en absence de GABA-B2, tant en contexte
endogéne que de surexpression. Cette nouvelle voie de signalisation pourrait étre
pertinente dans des contextes cellulaires tels que celui des astrocytes du cerveau adulte ou
encore celui des cellules précurseures neuronales et astrocytaires du cerveau en
développement, deux contextes ou l’expression de GABA-B1 I’emporte sur celle de
GABA-B2. Dans le cas du cerveau en développement, on sait en effet que le GABA
régule de manicre importante les étapes de prolifération, migration et différentiation

neuronale [Owens et Kriegstein, 2002 ; Manent et Represa, 2007].

Ces récepteurs sont présumément situés a proximité de la machinerie traductionnelle. Le
couplage direct de récepteurs GABA-B1 au controle de la traduction et du ciblage
d’ARNs messagers trouverait niche temporelle entre les controles relativement rapide de
I’activité enzymatique et relativement lent de I’expression génique via la régulation
transcriptionnelle et ajouterait une spécificit¢ additionnelle au systéme. Le RE joue de
plus un role essentiel dans la synthese et la maturation protéique, et toute perturbation de

son homéostase (accumulation de protéines mal-repliées, déprivation en nutriments,
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infection virale, altérations de la concentration en Ca>*, changement du potentiel oxido-
réducteur, etc...) peut résulter en un arrét de la traduction des transcripts chapeautés de
m'GpppN, lesquels représentent la majorité des ARNs messagers. L’activation de la
réponse aux protéines mal replies (UPR) résulte en I’induction d’un certains nombre de
transcripts contenant de multiples cadres de lecture ouverts, notamment ATF-4, un
facteur de transcription dont I’expression contribue au rétablissement de I’homéostasie du
RE. ATF-4 interagit directement avec le domaine C-terminal de GABA-B1 [Nehring
2000 ; Vernon 2001 ; White 2000]. Il sera intéressant de déterminer 1’implication des

récepteurs GABA-B1 dans I’intégration des signaux de stress du RE.

3.9 Les cellules DI-TNC1 sont un modéle utile dans D’étude des
récepteurs GABA-B1 endogénes.

Afin d’approfondir notre compréhension des récepteurs GABA-B1 en conditions natives,
nous avons confirmé I’expression de GABA-B1 et I’absence de GABA-B2 dans la lignée
cellulaire gliale DI-TNC1 par RT-PCR, immunobuvardage de type western et
immunohistochimie confocale. La capacité du baclofen a augmenter la phosphorylation
d’ERK1/2 dans cette lignée cellulaire a confirmé les données obtenues en cellules
HEK293 transfectées. L’activation d’ERK1/2 fut plus lente et plus soutenue dans les
cellules DI-TNC1, une observation potenticllement tributaire du type cellulaire utilisé.
Par ailleurs, nous ne connaissons pas pour le moment les sous-types GABA-B1 exprimés
par les cellules DI-TNCI1. Ces cellules seront utiles dans 1’étude future des événements de

signalisation GABA-B1.
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Chapitre IV - Le ligand pseudo-PDZ C-terminal du récepteur GABA-
B1 est essentiel dans la régulation du décompte cellulaire et du ciblage
nucléaire d’ATF-4 dans la lignée cellulaire gliale DI-TNC1

Résultats

4.1 Absence de colocalisation des signaux GABA-B1 N- et C-
terminaux dans la lignée gliale DI-TNC1 et dans des cultures primaires
astrocytaires.

Nous avons poursuivi la caractérisation de la localisation sous-cellulaire de GABA-BI
dans la lignée DI-TNC1, débutée dans le cadre du projet précédent (fig. 9 et 10), par des
expériences en immunohistochimie confocale en utilisant des anticorps commerciaux
reconnaissant les domaines N-terminaux divergents de GABA-B1A (fig. 14A ; rouge) et
GABA-BI1B (fig. 14B ; vert), de méme que le domaine C-terminal commun aux deux
isoformes (fig. 14A ; vert). Une localisation périnucléaire et vésiculaire, correspondant au
RE, a été percue avec anti-GABA-BIA, ce qui est cohérent avec les rapports précédents
de localisation GABA-BI1 au RE, causée par la présence d’un motif de rétention RSRR,
ainsi qu’avec nos propres observations présentées a la fig. 9 [Calver et al. 2001 ; Couve et
al. 1998 ; Margeta-Mitrovic et al. 2000]. Le marquage anti-GABA-BI1A-NT observé
colocalisait toutefois faiblement avec le marquage anti-GABA-B1-CT, essentiellement
intranucléaire. Les deux marquages sont clairement délimités par la membrane nucléaire,
telle qu’identifiée par le marquage de la protéine de la membrane nucléaire nucléoporine
p62 (fig. 14A, images fusionnées). Une localisation semblable de GABA-B1-CT a été
observée dans des cultures primaires astrocytaires (fig. 14A, image inférieure droite). Le
marquage de vésicules intracellulaires par GABA-B1-CT a également été noté, avec une

intensité variable selon les lots d’anticorps utilisés (fig. 14A vs fig. 15).
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Une forte colocalisation (fig. 14B ; image fusionnée) a été obtenue lorsque des cultures
primaires astrocytaires ont été sondées avec anti-GABA-B1B (vert) et le marqueur
golgien GM130 (rouge). En revanche, aucune colocalisation n’a été observée entre les
marquages anti-GABA-B1B et anti-nucléoporine p62 (fig. 14B ; rangée inférieure). Une
localisation semblable du signal GABA-BIB a été observée en cellules DI-TNCI1
(données non-présentées). Nous n’avons pu évaluer la colocalisation entre anti-GABA-
BIB et anti-GABA-BI-CT a cause de I’incompatibilit¢ des anticorps utilisés. Une
colocalisation partielle entre GABA-B1-CT et GM130 a toutefois ét¢ observée (Fig. 15),
ce qui suggere qu’une part des récepteurs GABA-B1 localisés a la membrane golgienne
possédent un domaine C-terminal intact. En rétrospective, il y est une discordance entre
les marquages endomembranaires N-terminaux des isoformes GABA-BIA et GABA-
B1B d’une part, et le marquage GABA-B1-CT d’autre part, qui suggere un ciblage sous-
cellulaire distinct des deux extrémités du récepteur et ’existence possible de fragments
protéolytiques GABA-B C-terminaux endogenes dans une lignée cellulaire et des cultures

cellulaires astrocytaires.
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Figure 14. Absence de colocalisation des signaux GABA-B1 N- et C-terminaux dans la lignée gliale
DI-TNC1. A- Images confocales déconvoluées montrant les marquages RE et intranucléaires de cellules
DI-TNCI lorsque sondées avec des anticorps dirigés contre les parties N-terminale de GABA-B1A (rouge)
et C-terminales (vert), respectivement. La membrane nucléaire a été délimitée en sondant avec anti-
nucléoporine p62 (bleu). Des marquages GABA-B1 C-terminaux intranucléaires ont également été
observés dans des cultures primaires astrocytaires (panneau inférieur, image de droite). B- Localisation de
I’isoforme GABA-B1B a I’appareil de Golgi. Colocalisation des marquages de I’isoforme GABA-BI1B
(vert) et de la protéine golgienne GM130 (rouge). Aucune colocalisation n’a été percue entre GABA-B1B
(vert) et la nucléoporine p62 (rouge). Les données sont représentatives d’au moins 3 expériences
différentes.

4.2 Augmentation du marquage GABA-B1-CT intranucléaire
endogéne et réduction du marquage vésiculaire réticulaire par le
traitement agoniste au baclofen

Afin de déterminer si la localisation des récepteurs GABA-B1 endogenes est modifié¢e
par leur activation, nous avons stimulé les cellules, avec 100uM de I’agoniste GABA-B
baclofen, pour des temps de traitement variables, et avons procédé avec
I’immunohistochimie confocale. Une augmentation reproductible mais de faible
amplitude du marquage intranucléaire a été notée a partir de 45min de traitement avec
I’agoniste (fig. 15A). Elle a été accompagnée par une importante diminution du réservoir
réticulaire et vésiculaire du récepteur, observée a 6h de traitement agoniste. En
immunobuvardage de type western d’extraits nucléaires, nous avons observé, suite a 12h
de traitement avec 100uM baclofen, une augmentation dans ’intensit¢ d’une bande de
18kDa (le poids moléculaire prédit de la queue C-terminale de GABA-B1 est de 12kDa)
reconnue par anti-GABA-B1-CT (fig. 15B, téte de fléche vide). Une bande fortement
immunoréactive, non-affectée par le traitement agoniste, a également été pergue a 40kDa.
Des membranes indépendantes ont été sondées avec des anticorps dirigés contre 2
facteurs de transcription interagissant avec GABA-B1, ATF-4 et CHOP [Nehring 2000 ;

Vernon 2001 ; White 2000 ; Sauter et al. 2005]. Aucune de ces deux protéines n’a été
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pergue, que ce soit constitutivement ou suite au traitement agoniste. Les anticorps anti-
ATF-4 et anti-CHOP ont reconnu de plus un profil de bandes non-spécifiques semblable
a celui d’anti-GABA-B1-CT (fig. 15B, tétes de fleche noires), lequel exclut les bandes de
18 et 40kDa. Ces résultats obtenus en immunohistochimie confocale et en
immunobuvardage de type western sont compatibles avec la protéolyse agoniste-
dépendante et le relachement subséquent de la queue C-terminale des récepteurs GABA-

B1 réticulaires endogénes.
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Figure 15. Accumulation intranucléaire d’un fragment GABA-B1 C-terminal endogéne potentiel de
18kDa et réduction des récepteurs GABA-B1 réticulaires suite au traitement agoniste des cellules DI-
TNC1. A- Immunohistochimie confocale de cellules déprivées de FBS pendant 12h, puis traitée avec
100uM baclofen pendant 0, 20, 45, 90 et 360 min (6h). Des anticorps primaires anti-GABA-B1-CT, anti-
GM-130 et secondaire décorés d’Alexa Fluor 488 et 555 ont été utilisés. B- Immunobuvardage western de
cellules assujetties a un schéma expérimental semblable, mais traitée avec 100uM baclofen pendant 12h.
Suite a I’extraction nucléaire, les extraits nucléaires et lysats post-nucléaires (75ug) ont été résolus sur des
gels polyacrylamide SDS-PAGE a gradient linéaire 10-20%. Des membranes indépendantes ont
respectivement été sondées avec anti-GABA-BI1, anti-ATF-4 et anti-CHOP. Les tétes de fléches vides
montrent les bandes reconnues spécifiquement par anti-GABA-B1-CT tandis que les tétes de fléches

foncées montrent des bandes reconnues non-spécifiquement par les 3 anticorps. Ces données sont
représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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4.3 Régulation a la hausse de GABA-B1 et du facteur de transcription
ATF-4, protéine interactrice de GABA-B1, par DPinhibition
pharmacologique du protéasome

Afin d’approfondir sur la régulation mutuelle du fragment GABA-B1 potentiel et du
facteur de transcription ATF-4, des protéines prédites comme étant instables, nous avons
traité les cellules avec 1puM de [Iinhibiteur du protéasome epoxomicine. En
immunohistochimie confocale, nous avons observé une augmentation progressive du
marquage GABA-BI-CT dans le temps, perceptible a 6h de traitement. Cette
augmentation du marquage s’est avérée a la fois intranucléaire et périnucléaire, telle
qu’inférée de la colocalisation avec le marqueur nucléaire SC35 (fig. 16A). Des noyaux
aux formes irréguliéres ont été notés a partir de 6h de traitement, ce qui peut toutefois étre
compatible avec la toxicité connue de 1’epoxomicine. L’augmentation du signal GABA-
BI1-CT a été concomitante avec I’importante augmentation d’ATF-4 intranucléaire
suivant I'inhibition du protéasome (fig. 16B). L’immunobuvardage western d’extraits
nucléaires a confirmé ’augmentation nucléaire d’ATF-4 mais non celle du fragment
GABA-B1-CT de 18kDa (fig. 16C). Les limites des gels a gradient linéaire 10-20% SDS-
polyacrylamide dans la résolution des protéines de bas poids moléculaire nous ont peut-
étre empéché d’apprécier pleinement d’éventuels changements dans la migration de la

bande GABA-B1-CT de 18kDa.
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Anti GABA-B1 Anti SC-35
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Figure 16. Régulation a la hausse de GABA-B1 et du facteur de transcription ATF-4, protéine
interactrice du récepteur GABA-B1, par I’inhibition pharmacologique du protéasome. A,B- Les
cellules ont été déprivées de FBS pendant 12h, puis traitées avec 1uM epoxomicine pendant 0, 1.5, 6 et 12h
(A- anti-GABA-B1-CT), et pendant 0, 1.5, 3, 6 et 12h (B- anti-ATF-4). Anti-SC-35 a été utilis¢é comme
marqueur nucléaire. Des anticorps secondaires décorés d’Alexa Fluor 488 et 555 ont été employés. C-
Immunobuvardage de type western de cellules déprivées de FBS pendant 12h, puis traitées pendant 12h
avec 1uM epoxomicine. Suite a I’extraction nucléaire, les extraits nucléaires et lysats post-nucléaires
(50pg) ont été résolus sur des gels polyacrylamide SDS-PAGE a gradient linéaire 10-20%. Des membranes
indépendantes ont été sondées avec anti-GABA-BI1 et anti-ATF-4. La membrane sondée avec anti-GABA-
B1-CT a ¢été décapée et resondée avec anti-Bip (panneau inférieur, co6té gauche), afin de contrdler les
quantités de protéines chargées. Les tétes de fleche vides indiquent le fragment GABA-B1 CT potentiel et
ATF-4. Ces données sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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4.4 Le ligand pseudo-PDZ C-terminal extréme du récepteur GABA-
B1 est nécessaire a I’abolition de ’induction d’ATF-4 dans les cellules
DI-TNC1

Afin de vérifier I'influence de GABA-BI1-CT sur le ciblage d’ATF-4 au noyau cellulaire,
les cellules DI-TNCI1 ont été transfectées pendant 24h avec le plasmide pcDNA3.1 V5-
GABA-B1-CT, qui ne code que la queue C-terminale de GABA-B1 (résidus 861-961).
Cela a été suivi d’un traitement de 3h avec epoxomicine 1uM, afin d’augmenter
I’expression ATF-4, et d’immunohistochimie confocale. Les queues C-terminales d’une
variété de protéines signalisatrices sont munies de ligands PDZ, motifs de 3 a 5 résidus,
lesquels régulent la localisation sous-cellulaire et la stabilité des protéines qui en sont
affublées via I’interaction avec des protéines d’échaffaudage ou chaperones a domaines
PDZ. Les trois derniers résidus de GABA-BI1, LYK, ne dévient des séquences consensus
des domaines PDZ classes II et III que par le dernier résidu lysine [Songyang et al. 1997].
Pour cette raison, nous avons transfecté¢ également une version du plasmide portant une
mutation des trois derniers résidus LYK en alanines (V5-GABA-B1-CT LYK AAA) afin
de vérifier le role de ce ligand potentiel sur la régulation d’ATF-4 par GABA-B1-CT. Les
deux constructions ont ¢té retrouvées au cytoplasme et au noyau (fig. 17A).
L’immunobuvardage de type western de lysats DI-TNC1 transfectés avec GABA-B1-CT,
GABA-B1-CT LYK AAA, V5-GABA-B1-CT et V5-GABA-B1-CT LYK AAA (sondés
avec anti-GABA-B1-CT ou anti-V5) montre toutefois des niveaux d’expression
légeérement inférieurs pour les constructions portant la mutation LYK AAA. L’induction
d’ATF-4, qui suit normalement le traitement epoxomicine, n’a pas été observée dans
aucune des cellules n’exprimant V5-GABA-B1-CT (fig. 17A, panneaux moyen et

inférieur). La méme observation a été notée en I’absence de traitement a I’epoxomicine,
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quoique le signal ATF-4 était beaucoup plus faible (fig. 17A, panneau supérieur). Cet
effet de la surexpression de la queue C-terminale de GABA-BI1 sur I’induction ATF-4 a
¢été entierement renversé par la mutation LYK AAA (fig. 17B, panneau supérieur, moyen
et inférieur). En somme, la queue C-terminale de GABA-B1 abolit I’induction du facteur
de transcription ATF-4 par I’epoxomicine et ses résidus C-terminaux extrémes sont

nécessaires a I’accomplissement de cette tache.
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Figure 17. Le ligand pseudo-PDZ C-terminal extréme du récepteur GABA-B1 est nécessaire a
I’abolition de I’induction d’ATF-4 dans les cellules DI-TNC1. A, B- Images confocales de cellules DI-
TNCI transfectées avec pcDNA3.1 V5-GABA-B1-CT (A, panneau supérieur, moyen et inférieur) ou V5-
GABA-B1-CT LYK AAA (B, panneau supérieur, moyen et inférieur), traitées pendant 3h avec du DMSO
ou 1uM epoxomicine, et sondées avec anti-V5 (rouge) et anti-ATF-4 (vert). Deux champs sont montrés
pour les conditions expérimentales epoxomicine. C- Immunobuvardage de type western de lysats
cellulaires entiers de cellules DI-TNCI1 préparés suivant le méme schéme expérimental. Ces données sont
représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.
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4.5 La surexpression de GABA-B1-CT diminue le décompte cellulaire
DI-TNC1 de maniére LYK AAA-dépendante

Le facteur de transcription ATF-4 régule de manicre positive la survie cellulaire [Harding
et al. 2003]. Nous avons effectué¢ un essai de décompte cellulaire au crystal violet afin de
vérifier si la surexpression de GABA-B1-CT influence le décompte cellulaire, étant
donné leur capacité a interférer avec 1’expression d’ATF-4. 48h post-transfection, une
diminution de 60% de la D.O 590nm des extraits colorés de cellules transfectées avec
V5-GABA-BI1-CT a été noté (fig. 18A et B). Cet effet de ’expression de V5-GABA-BI1-
CT sur le décompte cellulaire DI-TNCI a enti¢rement été renversé par la mutation

LYK AAA.
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Figure 18. La surexpression de GABA-B1-CT diminue le décompte cellulaire DI-TNC1 de maniére
LYK AAA-dépendante. A- Des cellules DI-TNCI transfectées ont ¢té photographiées en leurs plateaux
de culture cellulaire suivant la fixation et le marquage avec 0.1% crystal violet (1-3, pcDNA3.1 ; 4-6, V5-
GABA-BI1-CT ; 7-9, V5-GABA-B1-CT LYK AAA) B- Courbe standard de la relation entre le décompte
cellulaire et la densité optique 590nm des extraits Triton X-100 colorés au crystal violet C- Densité optique
590nm des extraits Triton X-100 colorés issus de cellules DI-TNCI1 transfectées (1-pcDNA3.1, 2-V5-
GABA-BI1-CT et 3-V5-GABA-BI-CT LYK AAA). Les données sont présentées en pourcentage du
contrdle et sont représentatives de deux expériences indépendantes. P=0.001 a été considéré significatif.
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dans la régulation du décompte cellulaire et I’accumulation nucléaire
d’ATF-4 dans la lignée cellulaire gliale DI-TNC1

Discussion

4.6 Discordance entre les marquages GABA-B1 N- et C-terminaux
endogenes

GABA-B1A et GABA-BI1B divergent significativement par leurs domaines N-terminaux
constitué¢s respectivement de 147 et 18 résidus, ce qui est exceptionnel pour des
récepteurs a 7-TMs [Bettler, 2004]. Le domaine N-terminal de GABA-B1A se distingue
de celui de GABA-BI1B par la présence de deux modules d’interaction protéine-protéine
de type Sushi. Il a récemment ét¢ montré que ces modules sont impliqués dans la
régulation du ciblage dendritique versus axonal du récepteur dans les neurones
glutamatergiques [Biermann et al. 2010]. Il est également possible qu’ils influencent le
ciblage RE versus Golgi. Les motifs protéiques de localisation a I’appareil de Golgi
demeurent mal définis [Tu et al. 2008]. Des déterminants N-terminaux favorisant le
ciblage a cette organelle ont tout de méme été identifiés chez plusieurs protéines. La
localisation golgienne de GADG65, enzyme de synthése du GABA, dépend par exemple
d’un signal localis¢ dans ses 23 premier résidus [Solimena et al. 1994 ; Kanaani et al.
2002]. Il est ainsi possible qu’un signal de ciblage a ’appareil de Golgi soit localisé dans

la partie N-terminale de GABA-BI.

La discordance entre les marquages N-terminaux RE et golgiens, d’une part, et C-
terminaux intranucléaires, d’autre part, suggere la possibilit¢é que le récepteur soit

protéolysé. Le RE et ’appareil de Golgi sont d’ailleurs des lieux établis de protéolyse
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[Hampton et Garza, 2009 ; Seidah et al. 2008]. La spécificité de 1’anticorps GABA-B1-
CT pour sa cible n’est toutefois pas absolue. L’anticorps reconnait malgré tout fortement
le récepteur GABA-B1 surexprimé tant en immunohistochimie (données non-présentées)
qu’en immunobuvardage de type western (fig. supplémentaire 1). Ainsi, malgré une
spécificité imparfaite, on s’attendrait a ce que cet anticorps reconnaisse davantage de
récepteurs GABA-B1 endomembranaires ce qui n’est pas le cas. Il est également possible
que I’épitope C-terminal des récepteurs GABA-B1 endomembranaires soit masqué par
I’interaction a une ou des protéines partenaires. On note par ailleurs que les marquages
intranucléaires obtenus en cellules DI-TNC1 et cultures primaires d’astrocytes sont
conséquents avec les marquages GABA-B1-CT intranucléaires neuronaux rapportés par
plusieurs groupes en immunohistochimie confocale et en microscopie électronique
[Sloviter 1999 ; Charles 2001 ; Gonchar 2001 Lopez-Bendito, 2004 ; Panzanelli et al.

2004 ; Lee et al. 2006].

Le relachement de morceaux de protéines membranaires par protéolyse suivi de leur
translocation au noyau est un mécanisme de signalisation connu pour une variété de
protéines membranaires (majoritairement a un domaine transmembranaire) et qui agit en
parallele a la transmission de signaux via des cascades de messagers intermédiaux
(présenté a ’annexe 1) [revisé par Kopan et Ilagan, 2004]. Il a par exemple été montré
que les récepteurs Notch et ErbB4 relachent des fragments C-terminaux bioactifs grace a
I’action combinée des métalloprotéases ADAMs et des aspartylprotéases comme
préséniline, et que ces fragments peuvent réguler le destin cellulaire et la différentiation

astrocytaire, respectivement, en agissant en tant qu’adapteurs au sein de complexes
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transcriptionnels multiprotéiques. Le récepteur p75 pour le NGF, les protéines
précurseures APP et SREBP, ainsi que le facteur de transcription li¢ a la membrane ATF-
6 sont d’autres exemples de protéines activées par protéolyse. La liste des protéines
régulées de cette manicre ne cesse de s’allonger. Quoique la plupart des substrats connus
a ce moment-ci possédent un seul domaine transmembraire, SREBP fait exception avec
ses deux domaines transmembranaires. Le clivage du récepteur 7-TMs DFrizzled2 par
une métalloprotéase ADAM, dans des cellules musculaires larvaires de Drosophile, et
celui de mGluR1a par Calpain dans des neurones corticaux de rat ont également été
rapportés [Mathew et al. 2005 ; Xu et al. 2007]. Les peptides relachés par ces récepteurs
réguleraient la formation des jonctions neuromusculaires et I’excitotoxicité neuronale du

glutamate, respectivement.

Nos résultats suggerent que I’accumulation intranucléaire de GABA-BI1-CT suit le
traitement avec le baclofen, un variant lipophilique du GABA, agoniste spécifique des
récepteurs GABA-B1 et susceptible d’atteindre plus facilement le réservoir de récepteurs
GABA-B1 intracellulaire [Bettler, 2004]. Les changements observés sont faibles, tels
qu’attendus de protéines endogenes faiblement exprimées, mais reproductibles.
L’inhibition concomitante du protéasome n’a pas été tentée et pourrait permettre de
mieux observer la régulation du fragment GABA-B1 potentiel de 18kDa intranucléaire
par ’agonisme du récepteur. Cela a été notamment observé dans le cas de la protéolyse

du récepteur a ’EGF p75 [Domeniconi et al. 2005].
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L’augmentation du marquage GABA-BI-CT intranucléaire  observée en
immunohistochimie confocale se produit sur une échelle de temps semblable a celle
rapportée pour mGluRloa et ce, concomitamment a la disparition du réservoir
membranaire réticulaire de récepteurs GABA-B1 [Xu et al. 2007]. La stimulation de
récepteurs pour une longue période de temps ameéne un questionnement sur la
désensibilisation éventuelle. A cet égard, il a été montré que les récepteurs GABA-BI1
surexprimés en cellules hétérologues ne désensibilisent qu’en situation de coexpression
avec GRK4 [Perroy et al. 2003]. Il est ainsi possible que la cinétique de désensibilisation

des récepteurs endomembranaires différe de celle des récepteurs de surface.

L’identité de Dactivité protéolytique initiatrice impliquée demeure a ce moment-ci
indéterminée. Les fragments GABA-B1 endogenes éventuels sont nécessairement
présents en faible quantité dans la cellule, a I’'image des récepteurs membranaires entiers.
Ils risquent de plus d’étre finement régulés par des endopeptidases de faible capacité. Ces
¢léments compliquent 1’étude du clivage de GABA-B1 tant endogéne que surexprimé. Le
systéme ubiquitine-protéasome, qui dégrade une grande quantité de protéines nucléaires,
pourrait étre impliqué dans la protéolyse du récepteur GABA-BI, tant dans le cytosol que
le noyau [von Mikecz, 2006]. Son inhibition a résulté en I’accumulation intranucléaire de
fragments GABA-B1 potentiels en immunohistochimie confocale, toutefois non-
corroborée en immunobuvardage de type western. 11 demeure possible que son inhibition
mene a Papparition de sous-produits GABA-B1-CT non-détectés dans nos conditions

d’¢lectrophorese et d’immunobuvardage.

99



Chapitre IV -GABA-BI intranucléaire Discussion

4.7 Régulation d’ATF-4

L’accumulation intranucléaire de GABA-B1-CT par le traitement epoxomycin en
immunohistochimie est difficile a interpréter étant donné 1’absence de confirmation en
immunobuvardage de type western. L’optimisation des méthodes de détection pourrait
permettre d’apprécier des changements plus subtils de la migration du fragment GABA-
B1 intranucléaire potentiel de 18kDa. Une forte accumulation intranucléaire d’ATF-4 est
toutefois notée suivant le méme traitement. Cela est peut-étre expliqué dans un premier
temps par l'inhibition de la dégradation d’une protéine instable dont la demi-vie est
estimée a 30min [Lassot et al. 2001]. A cet égard, la reconnaissance d’ATF-4 par la
machinerie protéasomale est un paramétre déterminant dans la régulation de sa stabilité.
La dégradation d’ATF-4 par le protéasome est notamment modulée par deux de ses
interacteurs, BTrCP et p300, qui agissent respectivement en activateur et inhibiteur
[Lassot et. 2001, 2005]. BTrCP est une composante du complexe ubiquitine ligase E3
SCFPT™" responsable du ciblage de substrats au protéasome par ubiquitination. p300 est
quant a elle une histone acétyl-transférase nucléaire, possédant également une activité
E3/E4 ubiquitine ligase [Grossman et al. 2003]. Son interaction avec ATF-4 augmente

toutefois la stabilité d’ATF-4 indépendamment de son activité catalytique.

Il est également possible que ’accumulation intranucléaire d’ ATF-4 suivant le traitement
epoxomycin résulte de I’activation de la voie du stress RE par I’activation de protéines
mal-repliées [Schroder et Kaufman, 2005]. Cette voie inhibe la synthése de la plupart des
protéines cellulaires par inhibition de composantes de la machinerie traductionnelle. Les

transcripts de quelques protéines de I’homéostase, dont ATF-4, sont toutefois traduits
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davantage en contexte d’activation de la voie RE, via un mécanisme de type « leaky-

scanning » de multiples cadres de lecture ouverts [Hinnebusch et al. 2002].

La surexpression de la queue C-terminale de GABA-B1 abolit I’expression d’ATF-4 en
conditions basales et suivant son induction par I’epoxomicine. Le ratio GABA-BI-
CT/ATF-4 observé dans le cadre de ces expériences est peut-étre différent du ratio
observé en contexte physiologique. Il est ainsi possible que cette régulation d’ATF-4 par
GABA-B1-CT ne soit observée qu’en contexte de surexpression. Un scénario plausible
pour expliquer cette régulation d’ATF-4 par GABA-BI-CT, inféré de sa régulation par
BTrCP et p300, implique la prévention de sa translocation au noyau et sa dégradation
subséquente par le protéasome. On peut ainsi envisager que la stabilité d’ATF-4 dépende
de la régulation de son interaction avec différentes protéines partenaires régulant
positivement (BTrCP et GABA-B1-CT) et négativement (p300) sa dégradation. La
question d’une éventuelle dégradation protéosomale nucléaire d’ATF-4, envisagée sur la
base de la localisation essentiellement nucléaire de BTrCP surexprimé ainsi que de la
présence des autres ¢léments de la machinerie d’ubiquitination au noyau [von Mikecz,
2006], demeure quant a elle ouverte. GABA-BI-CT, par sa localisation tant cytosolique
que nucléaire, pourrait influer sur la dégradation protéosomale d’ATF-4 dans les deux

compartiments.

4.8 Role du ligand pseudo-PDZ de GABA-B1

Le renversement de ’effet de GABA-B1-CT sur ATF-4 suivant la mutation des trois

derniers résidus de GABA-B1, lesquels représentent un ligand pseudo-PDZ, était
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inattendue. L’expression du mutant GABA-B1-CT LYK AAA est légérement plus faible
que celle de GABA-B1-CT WT, ce qui réduit théoriquement la capacité du fragment
GABA-BI1-CT a titrer ATF-4 et a le diriger vers les voies de dégradation. Le
renversement de ’effet anti-inducteur de GABA-B1-CT sur ATF-4 par la mutation ne
peut toutefois étre enticrement expliqué par I’effet déstabilisateur de la mutation, puisque
I’effet demeure renversé a des niveaux semblables d’expression, tel qu’observés en

immunohistochimie confocale.

Le rdle régulateur des interactions réversibles entre domaines et ligands PDZ C-
terminaux est mieux connu dans le contexte de la formation de complexes membranaires
de signalisation [Harris et Lim, 2001 ; Kreienkamp, 2002]. Le role de ces interactions
dans la localisation intranucléaire a également été montré. Par exemple, la diminution de
I’expression de la protéine PDZ dGRIP par interférence de I’ARN régule négativement le
nombre de punctae DFrizzled2 intranucléaires de cellules musculaires larvaires de
Drosophile [Ataman et al. 2006]. Ces interactions régulent également la protéolyse de
certaines protéines. RseA, une protéine membranaire anti-cE chez E. coli, est ainsi
protégée de la protéolyse par le domaine PDZ de la métalloprotéase YaeL [Kanehara et
al. 2003]. L’homologue de YaeL chez les mammiferes, S2P, participe d’ailleurs a
’activation protéolytique des facteurs de transcription SREBP et ATF-6 [Brown et al.

2000 ; Weihofen et Martoglio, 2003].

On peut spéculer que la capacit¢ de GABA-B1-CT a empécher I’induction d’ATF-4

puisse dépendre d’une protéine interactrice cytoplasmique ou nucléaire (PDZ ou autre)
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stabilisant la dimérisation entre GABA-B1-CT et ATF-4. Les complexes GABA-B1-CT-
ATF-4-protéine interactrice seraient ensuite plus facilement éliminés par le protéasome
cytosolique ou nucléaire. L’interaction de GABA-BI-CT avec cette protéine ralentirait de
plus la dégradation de GABA-B1-CT, ce qui contribuerait également a son effet anti-
inducteur d’ATF-4. A cet ¢gard, les résidus 927-939 de GABA-BI, qui suivent
immédiatement le domaine d’interaction « coiled-coil » et le motif de rétention réticulaire
RSRR, représentent une région destructurée qui remplit les critéres d’une région PEST
[Rogers et al. 1986 ; PESTfind Analysis Webtool,

https://embl.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/pestfind-analysis-webtool.htm]. ATF-4

posséde également une région PEST. La présence de ces régions, a forte prévalence en
résidus proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T), a été liée, par
approche bio-informatique et mutationnelle, a la courte demi-vie de plusieurs protéines,
parmi lesquelles une variété de facteurs de transcription et de régulateurs du cycle
cellulaire (Myc, Fos, Jun, p53, etc.) [Rechsteiner et Rogers, 1996]. Le masquage de la
région protéolytique PEST de GABA-B1 par une protéine chaperone pourrait ainsi
influer positivement sur la stabilité de la queue C-terminale de GABA-BI. Il n’y est pour
le moment aucun interacteur connu liant GABA-B1 par I’entremise de son ligand pseudo-
PDZ [Balasubramanian et al. 2007]. Il différe des ligands classiques par la présence d’un
résidu lysine en position 0. On note que la présence de cet acide aminé chargé
positivement n’empéche pas I’interaction avec des protéines a domaines PDZ puisque des
interactions ont été rapportées entre des peptides artificiels possédant un tel résidu en
position 0 et le 5°™ domaine PDZ de la protéine tyrosine phosphatase PTP 5bas/FAP-1

[Songyang et al. 1997].
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4.9 Effet de la surexpression de GABA-B1-CT sur le décompte cellulaire

La surexpression de GABA-B1-CT réduit le décompte cellulaire de cellules DI-TNC1
non-traitées avec epoxomycin. Cela peut étre expliqué par un effet spécifique sur les
voies intracellulaires de la croissance ou de la survie cellulaire que 1’essai ne peut
distinguer. L’expression du facteur de transcription pro-survie ATF-4 est augmentée par
régulation traductionnelle dans les situations de stress cellulaire, ce qui permet
I’activation transcriptionnelle de geénes de I’homéostasie parmi lesquels des protéines
chaperones du RE. L’inhibition de 1’expression d’ATF-4 ayant résulté de la présence de
GABA-B1-CT pourrait ainsi avoir caus¢ la diminution du décompte cellulaire que nous
avons observé. Il est également possible que I’effet soit toxique et non-spécifique. La
titration d’autres interacteurs GABA-B1-CT, tels que Marlin-1, protéine de liaison des
ARNs messagers, NSF, protéine impliquée dans la formation de vésicules ou encore
ATEF-5, facteur de transcription surexprimé dans une variété de tumeurs gliales et dont
I’interférence engendre la mort cellulaire, pourrait par exemple étre contributive [Couve
et al. 2004 ; Pontier et al. 2006 ; Angelastro et al. 2006]. On ne sait rien de la sensibilité
de la voie du stress RE, qui peut étre initiée par la surcharge protéique, dans les cellules
DI-TNC1 [Ma et Hendershot, 2001]. L’abolition totale du phénoméne par la mutation
LYK AAA ne supporte pas cette explication. Un effet similaire de GABA-BI1
LYK AAA sur le décompte cellulaire a d’ailleurs été observé, alors que celui-ci est
exprimé a des niveaux presque semblables a GABA-B1-CT (données non présentées). Il
ne semble donc pas y avoir de corrélation entre quantité des protéines exprimées et

décompte cellulaire.

104



Chapitre IV -GABA-BI intranucléaire Discussion

En conclusion, I’existence de récepteurs GABA-B réticulaires et golgiens, sensibles au
réservoir intracellulaire de GABA et capables de réguler les programmes génétiques
ATF-4-dépendants, si bien réelle, ¢largirait les horizons de la signalisation intracellulaire
médiée par les récepteurs 7-TMs. La figure récapitulative 1 résume cette possible voie de
signalisation initiée depuis les endomembranes qui pourrait contribuer aux actions
retardées de I’activation des récepteurs GABA-B, tant dans le contexte du cerveau mature
(plasticité¢ synaptique) que de celui en développement (prolifération et migration
cellulaire, formation et stabilisation de réseaux). Dans un contexte de coexpression de la
sous-unit¢ GABA-B2, de tels mécanismes pourraient bien évidemment étre opérationnels
en parall¢le avec les mécanismes de signalisation rapide impliquant le couplage, via une
protéine G, des effecteurs classiques que sont les canaux Kir3 et Ca®* voltage-dépendants
ainsi que I’adénylate cyclase. On peut par extension envisager une double fonction pour
GABA-B2 de couplage des effecteurs classiques a la membrane de surface et d’inhibiteur

de la dégradation endomembranaire de la queue C-terminale de GABA-BI.

105



Chapitre IV -GABA-BI intranucléaire Discussion

Protéasome

1

s

|

MAPE-ERK1/2

Genesciblesd’ATF 4
*Rénstance ausiress RE ot oxydatif

GABA-BL-CT sTransport ' scidesaminds
ATF.4 gy MNeyau Idétabolisme
Chapervone <PDZ-likes ==

Autres factewrs de transcription 22~

106



Chapitre IV -GABA-BI intranucléaire Discussion

Figure récapitulative 1. Multiples réservoirs de récepteurs GABA-B1 intracellulaires. Cette figure
illustre les différents réservoirs de récepteurs GABA-B1 dans les contextes astrocytaire ou neuronal. Le
réservoir réticulaire (1) apparait le plus important dans le contexte astrocytaire. Nos travaux montrent que
ces récepteurs peuvent coupler la voie MAPK-ERK1/2 dans un contexte d’inhibition de PKC. Le couplage
de cette voie par des récepteurs GABA-BI ciblés transitoirement a la surface (2) demeure également une
possibilité. Le deuxiéme mode de signalisation des récepteurs GABA-BI réticulaires suggéré par nos
travaux implique I’interférence avec le ciblage nucléaire d’ATF-4, facteur de transcription partenaire de
GABA-BI et régulateur de genes impliqués dans le stress cellulaire, le transport d’acides aminés et le
métabolisme. Cette interférence, qui aménerait une dégradation accélérée d’ATF-4 par le protéasome,
empécherait la régulation de génes-cibles par ATF-4 (dimérisé ou non a d’autres facteurs de transcription
partenaires) et aurait un impact négatif sur la survie cellulaire. Que cette régulation d’ATF-4 par GABA-BI
dépende d’un motif pseudo-PDZ C-terminal LYK pourrait suggérer I’implication hypothétique d’une tierce
protéine, stabilisatrice de GABA-B1 et/ou de I’interaction GABA-BI-ATF-4. Le mode de signalisation
proposé est susceptible d’impliquer des récepteurs GABA-BI réticulaires intégres ou encore assujettis a la
protéolyse régulée. Cela reste a étre déterminé formellement. Le réservoir GABA-B1 golgien (3), constitué
essentiellement de I’isoforme GABA-BIB et moins important que le réservoir réticulaire, pourrait
également opérer par les mécanismes sus-mentionnés. En dernier lieu, les réservoirs vésiculaire (4) et
membranaire (5) sont quant & eux vraisemblablement constitués de diméres GABA-B1/B2. Les récepteurs
GABA-B de surface intégrent des signaux extracellulaires par le couplage Gy, —dépendant de canaux K,
Ca®" et de I’adénylate cyclase.
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GABA-B1 et MAPK-ERK1/2

5.1 Identification des isoformes PKC impliquées dans la modulation de
la voie MAPK-ERK1/2 par GABA-B1

Il serait intéressant de définir quelles isoformes PKC sont impliquées dans la modulation
de la voie MAPK-ERK1/2 par les récepteurs GABA-B1 localisés au RE. Cela pourrait
étre accompli par des études de surexpression ou de «knock-out» (utilisation d’ARNs

interférentiels) des différentes isoformes PKC.

5.2 Cibles cytosoliques et nucléaires de la voie MAPK-ERK1/2 en aval
de GABA-B1

La cinétique d’activation (transitoire vs soutenue) de la voie-MAPK-ERK1/2 régule la
translocation nucléaire d’ERK1/2 et ainsi la nature des substrats (cytosoliques ou
nucléaires) phosphorylés par cette dernicre. Il serait ainsi intéressant de caractériser avec
plus de détails les substrats régulés par la voie MAPK-ERK1/2 en aval de GABA-B1, par
I’utilisation de kits ELISA congus avec des phospho-anticorps d’une série de substrats
connus d’ERK1/2. L’immunoprécipitation de la chromatine pourrait également

contribuer a mieux définir les substrats nucléaires.

5.3 Régulation directe de la traduction par les récepteurs GABA-B1
localisés au réticulum endoplasmique

Nos travaux ont montré la capacité¢ du récepteur GABA-B1 localisé au RE a activer
elF4E, facteur d’initiation de la traduction. La possibilité¢ d’une régulation directe de la
traduction par des récepteurs a 7-TMs localisés a la membrane du RE, chef-lieu de la

synthese protéique cellulaire, nous apparait d’intérét. L’éventualité qu’elle soit tributaire
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de complexes multiprotéiques incluant récepteur GABA-B1 réticulaires et composantes
de la machinerie traductionnelle (sous-unités ribosomales, facteurs d’initiation, etc..)

mérite d’étre évaluée.

GABA-BI1 intranucléaire

5.4 Confirmation de I’identité du fragment 18kDa

Il nous faudra prouver que le fragment de GABA-B1-CT potentiel de 18kDa est bel et
bien la queue C-terminale du récepteur GABA-BI. Les limites de 1’anticorps polyclonal
utilisé en matiére de spécificité 1’imposent. Nous avons tenté d’enrichir le fragment
GABA-B1 potentiel de 18kDa par immunoprécipitation et « GST pulldowns », dans le
dessein d’une identification finale en spectrométrie de masse, mais sans succes (données
non-présentées). L utilisation de la chromatographie par échange de cations apparait plus
prometteuse étant donné le pl prédit relativement élevé de GABA-B1-CT (8,94). Un
autre moyen tenté¢ a été I'immunobuvardage de type western de lysats de cerveaux de
souris « knock-out » GABA-B1”, GABA-BIA™, GABA-BIB™ et GABA-B2"" avec
anti-GABA-B1-CT (fig. suppl. 1). Nous n’avons toutefois pu détecter GABA-B1-CT
dans ces conditions. L’utilisation d’extraits nucléaires issus de ces cerveaux pourait
faciliter la détection. En somme, la confirmation de I’identité du fragment GABA-B1-CT
de 18kDa nécessitera [’optimisation des approches classiques de purification des

protéines de méme que I’optimisation des conditions de détection.
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Figure supplémentaire 1. Absence de détection du fragment GABA-B1 de 18kDa en lysats cellulaires
entiers de cerveaux de souris « knock-out » GABA-B1”, GABA-BIA™, GABA-BI1B™ et GABA-B2™.
Immunobuvardage de type western de lysats de cerveaux entiers de souris WT (puit 3), « knock-out »
GABA-B1™" (puit 4 ), GABA-BIA™ (puit 5), GABA-BIB” (puit 6) et GABA-B2" (puit 7). Des lysats
entiers de cellules DI-TNCI transfectées avec pcDNA3.1 (puit 1) et pcDNA3.1-V5-GABA-B1-CT (puit 2)
ont également analysés. Les données sont représentatives d’au moins 3 expériences indépendantes.

5.5 Détermination des endopeptidases impliquées

Il faudrait également préciser les endopeptidases responsables des événements
protéolytiques initiaux et terminaux de GABA-BI1, a I'image de ce qui a par exemple été

fait pour le récepteur mGluR1a, donc par caractérisation pharmacologique approfondie
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combinée a I’utilisation de protéases recombinantes en essais in vitro [Xu et al. 2007].
L’identification d’un motif précis de clivage a 1’aide de récepteurs GABA-B1 mutés est

¢également envisageable.

5.6 Clarification du role du ligand pseudo-PDZ et du domaine PEST de
GABA-B1

La recherche d’une protéine a domaines PDZ capable d’interagir avec le motif pseudo-
PDZ de GABA-BI1 et ainsi de réguler la dégradation de la queue C-terminale, puis de
favoriser la formation de complexes multiprotéiques incluant ATF-4 apparait toute
indiquée. Cela serait envisageable par 1'utilisation des approches classiques de 1’étude des
interactions protéine-protéine. Le 5°™ domaine PDZ de la phosphotyrosine phosphatase
PTPbas/ FAP-1, protéine promotrice ou suppresseur de tumeur selon le contexte
cellulaire, est un candidat potentiel, sur la base de son affinité pour les ligands PDZ

artificiels portant des résidus lysine en position O [Songyang et al. 1997].

La queue C-terminale de GABA-B1 contient un motif PEST, li¢ a la courte demi-vie
d’'une variété de protéines signalisatrices intracellulaires tels que mentionné
précédemment [Belizario et al. 2008]. Les motifs PEST, des segments protéiques
désordonnés, seraient facilement reconnus par le protéasome, quoique les mécanismes de
dégradation protéosomaux ubiquitine-dépendants et indépendants des protéines portant
ces motifs demeurent mal définis. Il serait ainsi intéressant d’explorer ces mécanismes
dans le contexte de GABA-BI. Il serait tout d’abord possible de vérifier I'ubiquitination
de GABA-BI1 en conditions in vitro. On peut envisager que le complexe ubiquitine ligase
E3 SCFT™ impliqué dans I'ubiquitination d’ATF-4, soit également responsable de
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I’'ubiquitination de GABA-BI1. Il serait par la suite possible d’étudier le lien entre
I’occupation du motif pseudo-PDZ, I'ubiquitination et I’initiation des mécanismes de
dégradation protéosomaux. La détermination de I’endroit ou se produit tous ces
événements (cytosol versus noyau) serait de plus pertinente étant donné I’existence d’une

machinerie protéosomale nucléaire [von Mikecz, 2006].

5.7 Clarification de ’effet de la surexpression de GABA-B1-CT sur le
décompte cellulaire

La surexpression de GABA-B1 diminue le décompte cellulaire des cellules DI-TNCI. 11
sera important de déterminer quel processus physiologique est impliqué (augmentation de
I’apoptose, ralentissement du cycle cellulaire, etc.). Le décompte cellulaire des cellules
précurseures neuronales et gliales est finement régulé dans les zones ventriculaires et
sous-ventriculaires du cerveau embryonnaire lors des étapes de prolifération et de
migration. Une meilleure compréhension des mécanismes de régulation du décompte
cellulaire par le récepteur GABA-B contribuerait a expliquer les effets du signal GABA

lors de ces étapes critiques du développement cérébral.

5.8 Impact sur la transcription ATF-4

Le facteur de transcription ATF-4 régule la transcription de génes-cibles par interaction
avec le site consensus ATF/CREB "TGACGTCA", présent dans les séquences
promotrices de ses génes-cibles et partagé avec plusieurs autres membres de la famille
des facteurs de transcription de type « glissiére a leucine et domaine basique ».
L’influence de GABA-BI sur la régulation transcriptionnelle d’ATF-4 pourrait donc étre

¢tudice a l’aide de geénes rapporteurs. L’influence de GABA-B1 sur [’interaction
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physique entre ATF-4, les autres membres des complexes transcriptionnels ATF-4 de
méme qu’avec les séquences promotrices pourrait quant a elle étre évaluée a 1’aide
d’approches telles que des essais de retard sur gel ou des immunoprécipitations de

chromatine.

Nos données suggerent a ce moment-ci une régulation de la stabilité d’ATF-4 par GABA-
B1-CT. Nous n’avons pas d’évidences a I’effet que des hétéromeres GABA-B1-CT/ATF-
4 nucléaires régulateurs de la transcription existent. Cette éventualité n’est toutefois pas
exclue. De tels hétéromeres pourraient posséder leur propre profil de geéne-cibles, et
pourraient étre ¢tudiés a I'aide des approches expérimentales qui viennent d’étre

mentionnées.
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facteur de transcription « activating transcription factor 6 »
adénosine triphosphate
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« betaine/GABA transporter 1 »
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protéine chaperone « binding immunoglobulin protein »
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« calcium and diacylglycerol-regulated guanine nucleotide exchange factor »
« cAMP-guanine nucleotide exchange factor II »

« calcium-sensing receptor »

canal Ca>" voltage-dépendant

coactivateur transcriptionnel « CREB-binding protein »

« cluster of differentiation »

molécule d’adhésion CD44

« cystic fibrosis transmembrane conductance regulator »
corépresseur transcriptionnel « CBF1 interacting corepressor »
caséine kinase II
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facteur de transcription c-Myb

« connector enhancer of KSR-1 »

« CN-Ras- guanine nucleotide exchange factor »

« coatomer protein 1 »

« cAMP response element binding »
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EGF

elF
Elk-1
EPAC
Eph
ErbB
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ERGIC
Erk
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Fe65
FGF
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Gab/Dok
GABA
GABA-T
GAD
GAP
GAT
GCN5
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GEF
GFP
GIRK
GluR1
GRASP1
Grb2
GRF1
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GRK2
GST
GST-GABA-B1-CT
GTP
GTPase
GTPy[*S]
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GBV
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HB-EGF
HCO;.
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HEK?293
HER2
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IAP
1-CLIPS
IMP

facteur de transcription ( « C-promoter binding factor 1 (CBF-1), suppressor of
hairless (Su(H)), lin-12 and glp-1 (Lag-1) »)
diacylglycérol

« dual-specificity phosphatase »

« epidermal growth factor »

« eukaryotic initiation factor »

facteur de transcription « ets like gene 1 »

« exchange protein directly activated by cAMP »
récepteur tyrosine kinase Eph

récepteur tyrosine protéine kinase ErbB

« Erbb2 interacting protein »

ER-Golgi intermediate compartment

« extracellular signal-regulated kinase »

protéine tyrosine kinase « focal adhesion kinase »

« fetal bovine serum »

protéine neuronale adaptatrice Fe65

« fibroblast growth factor »

facteur de transcription Fos

protéine adaptatrice « FGF receptor substrate adapter »
protéine adaptatrice « GRB2-associated-binding protein/downstream of kinases »
acide y-aminobutyrique

GABA transaminase

L-glutamate décarboxylase

« GTPase activating protein »

« GABA transporter »

protéine histone acetyltransférase GCNS

guanosine diphosphate

« guanine nucleotide exchange factor »

« green fluorescent protein »

« G protein-activated inwardly rectifying K" channel »
sous-unité récepteur ionotropique glutamate 1

protéine Ras-GEF « GRIP-associated scaffolding protein 1 »
« growth factor receptor-bound protein 2 »

« Ras-guanine nucleotide-releasing factor 1 »

« glutamate receptor interacting protein »

« G protein-coupled receptor kinase 2 »

glutathione S-transférase

protéine de fusion GST et domaine COOH-terminal du récepteur GABA-B1
guanosine triphosphate

guanosine triphosphatase

guanosine 5'-O-[gamma-thio]triphosphate[*°S]

sous-unité protéine Gy;

sous-unité protéine Gy,

sous-unité protéine Goq

sous-unité protéine G

sous-unité protéine Gg,

peroxyde d’hydrogéne

« heparin-binding EGF-like growth factor »

ion bicarbonate

protéine histone déacétylase

cellules « human embryonic kidney 293 »

« human epidermal growth factor receptor 2 »

facteur de transcription « Hairy/Enhancer of Split/ Lag-1 »
« islet activating protein »

« intramembrane cleaving proteases »

protéine d’échaffaudage MAPK « impedes mitogenic signal propagation »
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IP;

IP;
IQGAPI
IRS

JNK

Jun

K+

Kare
KCNK3 (TASK-1)
Kir

KSR

LBP

lip35
Liprin/syd2
LIVBP
LPA
MAF-A

inositol triphosphate

inositol triphosphate

protéine multifonctionnelle « ras GTPase-activating-like protein »
protéine adaptatrice « insulin receptor substrate »

« c-Jun N-terminal kinase »

facteur de transcription Jun

ion potassium

« ATP-sensitive K* channel »

canal « acid-sensitive K+ channel of the tandem P-domain K+-channel family 1 »
canaux K" « inwardly rectifying »

protéine d’échaffaudage MAPK « kinase suppressor of Ras »

« leucine-binding protein »

facteur de transcription C/EBPJ, variant de traduction lip35

« LAR protein-tyrosine phosphatase-interacting protein/Syd2 »

« leucine isoleucine valine-binding protein »

acide lysophosphatidique

facteur de transcription « musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog A »

MAP2K (MEK, MKK) « mitogen-activated protein kinase kinase »

MAP3K (MEKK)
MAPK
Marlin-1
mGIluR
MKP
MORG1
MP1
MUPP-1
Na*
NcoR
NEM
NFAT4
NGF
NMDA
nNOS
Notch
NR2B
NSF
pl4

p38

pS3
PAG
PAPIN
PAR2
PCAF
PDGF
PDK
PDZ
PEN-2
PH
Phox
PI-3,4-P2
PI3K
PIP,
PKA
PKC
PLC

« mitogen-activated protein kinase kinase kinase »
« mitogen-activated protein kinase »
protéine de liaison de I’ARN « multiple alpha helices and RNA-linker protein 1 »
récepteur métabotropique glutamate
« MAPK phosphatase »
protéine d’échaffaudage MAPK « MAPK organizer 1 »
protéine d’échaffaudage MAPK « MEK-partner 1 »
protéine d’échaffaudage « multi-PDZ domain protein-1 »
ion sodium
corépresseur transcriptionnel « nuclear receptor corepressor »
N-ethylmaléimide
facteur de transcription « nuclear factor of activated T-cells 4 »
«nerve growth factor »
récepteur ionotropique glutamate acide N-méthyl-D-aspartique
«neuronal nitric oxide synthase »
récepteur Notch
« ionotropic glutamate receptor subunit 2B »
« N-ethylmaleimide-sensitive factor »
pl4 (ARF), isoforme 4 du géne CDKN2A
MAPK p38
protéine suppresseur de tumeur « tumor protein 53 »
« phosphate-activated glutaminase »
« plakophilin-related armadillo-repeat protein-interacting protein »
« protease-activated receptor 2 »
coactivateur transcriptionnel « P300/CBP-associated factor »
« platelet-derived growth factor »
« 3-phosphoinositide dependent protein kinase »
domaine ou ligand « PSD-95/Discs-large/ZO-1 »
protéine du complexe y-sécrétase PEN-2
domaine « pleckstrin homology »
« phagocytic oxidase »
phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate
PI-3-kinase
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
protéine kinase A
protéine kinase C
phospholipase
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PLC

PMA

PP2A
PSA-NCAM
PSD95
PTB
PTP-SL
PTX

pTyr

Pyk2 (PTK2B)
Rabl18
Rac-GEF
Raf

RAM

Rap

Rap
Rap1GAPII
Ras
Ras-GEF mSOS
RCPGs

RE

Rim

RIP

ROCK
RTKs

S1P

S2P

SAP30

Sef

SH2

SH3

Shc

Shp-2

SKIP
SMAD
SMRT

SNC
SOC
Sos

Spl
SPP

Src
SREBP
SSA
SSADH
SUR
synGAP
Tech
TGF- a
TGF- B
TIP60
Trk A
TRP
VEGF
VGAT

phospholipase C

phorbol 12-myristate 13-acétate

« protein phosphatase 2 »

« polysialic acid- neural cell adhesion molecule »
« human postsynaptic density 95 »

domaine « p-Tyr binding »

« polypyrimidine tract-binding protein »

toxine pertussis

phospho-tyrosine

protéine tyrosine kinase 2 beta

petite protéine GTPase Rab18

« Rac-guanine nucleotide exchange factor protein »
MAP3K Raf

domaine « RBP-J associated molecule »

petite protéine GTPase Rap

petite protéine GTPase Rap

« Rapl GTPase-activating protein II »

petite protéine GTPase Ras

« Ras-guanine nucleotide exchange factor son of sevenless »
récepteurs couplés aux protéine G

réticulum endoplasmique

« regulated intramembrane proteolysis »

« Rho associated coiled coil-containing protein kinase »

récepteurs tyrosine kinase

« site-1 protease »

« site-2 protease »

corépresseur transcriptionnel « Sin3A-associated protein, 30kDa »
protéine inhibitrice de la signalisation RTKs « similar expression to FGF »
domaine « Src homology 2 »

domaine « Src homology 3 »

protéine adaptatrice « Src homology 2 domain containing transforming protein »
protéine tyrosine phosphatase Shp-2

coactivateur/corépresseur transcriptionnel « ski interacting protein »
facteur de transcription « drosophila, mothers against decapentaplegic »
corépresseur transcriptionnel « silencing mediator of retinoic acid and thyroid
hormone receptor »

systéme nerveux central

« store-operated channels »

facteur d’échange de nucléotides guanyliques « son of sevenless »
facteur de transcription SP1

« signal peptide peptidase »

protéine tyrosine kinase Src

facteur de transcription « sterol-regulatory-binding-element »
semialdéhyde succinique

« succinic acid semialdehyde dehydrogenase »

« sulfonylurea receptor »

« synaptic Ras GTPase activating protein »

« RhoA-guanine nucleotide exchange factor protein Tech »

« transforming growth factor a »

« transforming growth factor f§ »

protéine histone acétyltransférase « Tat interactive protein 60 »

« high affinity nerve growth factor receptor »

canaux « large transient receptor protein »

« vascular endothelial growth factor »

« vesicular GABA transporter »
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VIP peptide vasoactif intestinal
WD-40 domaine WD-40

Wg ligand Wnt « Wingless »
Wnt récepteur 7-TMs Wnt
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Annexe 1 — Protéolyse régulée des récepteurs membranaires

Il est admis que les RCPGs relaient les signaux chimiques extracellulaires aux canaux
ioniques membranaires et aux voies de signalisation intracellulaires grace a leur capacité
de favoriser 1’échange des guanines nucléotides (activit¢ GEF) sur les protéines G
hétérotrimériques [Gilman, 1995]. Ce mécanisme explique bien les actions rapides
médiées par les RCPGs a la surface cellulaire. Un mécanisme effecteur alternatif des
protéines transmembranaires, impliquant la protéolyse régulée et s’exercant sur une plus
longue échelle de temps que le couplage aux protéines G, est toutefois connu depuis
quelques années pour plus d’une trentaine de protéines transmembranaires,
essentiellement de type I, parmi lesquelles les récepteurs NOTCH, régulateurs du destin
cellulaire des cellules eukaryotes, la protéine précurseur amyloide (APP), impliquée dans
la pathogénése de la maladie d’Alzheimer ainsi que des récepteurs TKs (ErbB4, p75) et
molécules d’adhésion cellulaire (CD44, N-cadhérine) [Fortini, 2004 ; Kopan et Ilagan,
2004]. SREBP (« sterol-regulatory-binding-element ») et ATF-6 (« activating
transcription factor 6 ») sont des protéines transmembranaires du RE, respectivement a 2
domaines transmembranaires et de type II, qui possédent des domaines cytosoliques
agissant en facteurs de transcription et qui régulent a la hausse des geénes de la
biosynthése du cholestérol et de la réponse aux protéines mal-repliées suivant la
libération de leur segments cytosoliques par des protéases de la famille S2P. Nous nous
attarderons plus particulicrement a la protéolyse de NOTCH, ErbB4 et APP, protéines
pour lesquelles la protéolyse régulée est relativement bien caractérisée, notamment dans

le SNC.



Annexe 1 — Protéolyse régulée des récepteurs membranaires

Les différents substrats qui viennent d’étre mentionnés ont suffisamment de
caractéristiques en commun en ce qui a trait a leur protéolyse pour qu’on fasse référence
au mécanisme sous I’appellation de « protéolyse intramembranaire régulée » (RIP). Ces
caractéristiques communes empéchent 1’attaque désorganisée de ces protéines et
permettent la libération contrdlée de produits de clivage, souvent bioactifs, par 1’action
successive de deux endopeptidases. 11 y a d’abord nécessité d’un premier clivage de la
protéine en sa face luminale ou extracellulaire, par des protéases telles que les
métalloprotéases de la famille ADAM [Mumm et al. 2000; Huovila et al. 2005]. Le
délestage par les protéases ADAMs d’une variété de récepteurs et de protéines
précurseures liée a la membrane telles que des cytokines, facteurs de croissance et
protéines d’adhésion est bien connu. Ces protéines a un domaine transmembranaire
possédant un site métalloprotéase en leur ectodomaine sont d’ailleurs impliquées dans la
transactivation des récepteurs TKs par les récepteurs 7-TMs, tel que revu a I’annexe I1.
Elles raccourcissent le segment extracytosolique des substrats sujets a la RIP @ moins de
30 résidus, étape nécessaire a ’accomplissement d’un deuxieme événement de clivage.
On note que le clivage initial peut également étre médi¢ par d’autres protéases telles que
S1P [Sakai et al. 1998], signal peptidases [Dalbey et al. 1997] et B-sécrétase [Vassar et al.

1999].

Dans le cas des récepteurs NOTCH et ErbB4, le clivage initial par ADAMI10 et
ADAMI17 requiert leur activation respective par les ligands peptidiques de la famille
Delta/Serrate/Jagged et les facteurs de croissance heregulin/neuregulin, betaregulin,

epiregulin et « heparin-binding epidermal growth factor » [Mumm et al. 2000 ; Carpenter,
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2001 ; Deuss et al 2008]. Le clivage initial d’ErbB4 est également initi¢ suivant

I’activation de PKC par le PMA.

Le deuxiéme clivage des protéines transmembranaires assujetties a la RIP peut étre
accompli par quatre classes de protéases intramembranaires (i-CLIPS; « intramembrane
cleaving proteases ») soit les S2Ps (« site-2 proteases »), les SPPs (« signal peptide
peptidases »), rhomboides et présénilines [Weihofen et Martoglio, 2003]. L’activité
préséniline est la mieux comprise a ce moment-ci. Elle est tributaire des protéines
présénilines 1 et 2, aspartyl protéases a 8 segments transmembranaires, centres
catalytiques de complexes y-sécrétase prédominamment localisés a I’appareil de Golgi ou
au RE mais également actifs a la surface membranaire et dont la composition est encore
mal définie [Fortini et al. 2002]. Elles sont mutées dans les formes précoces de la maladie
d’Alzheimer. Les complexes y-sécrétase incluent également les protéines a simple

domaine transmembranaire Nicastrin et PEN-2, de méme que la protéine a 7-TMs Aph-1.

Une particularité de I’activité y-sécrétase réside en sa capacité de cliver ses substrats a
méme la membrane. Un motif de clivage de NOTCH a d’ailleurs été localis¢ du coté
amino-terminal d’un résidu valine, lui-méme situé¢ a 3 résidus de la partie cytosolique de
la protéine. Des motifs semblables ont également été retrouvés chez APP et ErbB4. Le
clivage d’ APP par y-sécrétase n’est toutefois limité a ce motif, une autre région ayant été
identifiée, toujours a I'intérieur de la membrane, médialement au site NOTCH-like. La
balance entre le clivage de deux sites localisés dans cette région détermine le relachement

des fragments APP AB40 et AP42 et aurait des implications fondamentales dans la
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pathogénése de la maladie d’Alzheimer, puisque I’augmentation du ratio AP42/Ap40

favorise la formation de plaques amyloides de par la plus grande hydrophobicité d’AB42.

Suivant les deux événements de clivage, des fragments intracellulaires sont générés puis
transloquent au noyau ou ils peuvent se joindre a la machinerie transcriptionnelle de
geénes cibles et ainsi en activer ou réprimer la transcription. Le fragment NOTCH, par
exemple, est rapidement retrouvé dans le noyau suivant son relachement de par la
présence d’un motif de localisation nucléaire. Constitué¢ de 1000 résidus, il agit en
adaptateur, interagissant directement avec les cofacteurs transcriptionnels de la famile
CSL (« C-promoter binding factor 1 (CBF-1), suppressor of hairless (Su(H)), lin-12 and
glp-1 (Lag-1) ») via un domaine RAM et des répétitions ankyrine, une interaction
favorisée par la protéine SKIP (« ski interacting protein »), ce qui convertit les cofacteurs
CSL de corépresseurs en coactivateurs en empéchant leur interaction avec des complexes
répresseurs tels SMRT/NcoR/HDAC1 et CIR/HDAC2/SAP30, et en favorisant
possiblement la formation de complexes activateurs qui inclueraient les histones
acétylases PCAF et GCNS5 [Mumm et Kopan, 2000]. Cela meéne a I’activation
transcriptionnelle de genes cibles de NOTCH tels les régulateurs transcriptionnels bHLH
de la famille HES («Hairy/Enhancer of Split/Lag-1»). Cette voie de signalisation
intranucléaire de NOTCH contribue de maniere significative a la régulation du destin et

de la différentiation cellulaire.

Le fragment APP relaché, beaucoup plus modeste, est constitué de 47 résidus. Il médie

I’assemblage d’un complexe transcriptionnel incluant la protéine adaptatrice nucléaire
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Fe65 et I’histone déacétyltransférase TIP60 [Cao et Sudhof, 2001 ; Kimberly et al. 2001 ;
Cupers et al. 2001 ; Gao et Pimplikar, 2001]. Il atténuerait de plus la signalisation Ca*"
médiée par les phosphoinositides [Leissring et al. 2002]. Des études génétiques
supportent le role d’ APP dans I’axogenese, I’arborisation dendritique et la différentiation

synaptique [Weihofen et Martoglio, 2003].

Dans le cas du récepteur ErbB4, un fragment C-terminal de 80kDa (s80) est relaché
[Carpenter, 2003 ; Sardi et al. 2006]. Dans les précurseurs neuronaux indifférenciés, il
forme un complexe avec la protéine de signalisation TAB2 et le co-répresseur nCoR et
transloque par la suite au noyau. Les complexes s80-TAB2-nCoR inhibent la
différentiation astrocytaire par la répression de genes gliaux. Ce mécanisme de couplage
des voies de signalisation intracellulaires d’ErbB4 s’ajoute au mécanisme établi des
RTKs et impliquant leur dimérisation et I’activation de leur domaine tyrosine kinase par

autophosphorylation.

En somme, la protéolyse régulée des protéines membranaires est un mécanisme de
signalisation ubiquitaire qui régule de maniére importante la survenue d’une variété de
processus cellulaires. La genése de fragments protéolytiques bioactifs capables de
s’inclure au sein de macrocomplexes transcriptionnels a été peu étudiée dans le contexte
des récepteurs a 7-TMs. Les deux seuls cas de récepteurs 7-TMs signalant via ce

mécanisme sont présentés a la section suivante.
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DFrizzled2 et mGluR10, deux cas de RCPGs protéolysés

Le premier RCPG protéolysé a été découvert chez la drosophile. 11 s’agit du récepteur
DFrizzled2, sensible au facteur Wg (« Wingless »), un homologue Wnt, sécrété par les
cellules présynaptiques des jonctions neuromusculaires glutamatergiques larvaires (fig.
3B) [Mathew et al. 2005]. La signalisation Wg — DFrizzled2 est nécessaire a la formation
des zones actives et des spécialisations postsynaptiques des synapses matures. Les
auteurs ont retrouvé des marquages intranucléaires avec un anticorps reconnaissant la
partie C-terminale mais non pas la partie N-terminale de DFrizzled2 dans les cellules
musculaires larvaires. En immunobuvardage de type western de cellules S2 et
musculaires larvaires transfectées avec le récepteur DFrizzled2, une bande de 8 kDa a de
plus été reconnue par I’anticorps C-terminal, en plus du récepteur entier. Le fragment de
8 kDa n’a toutefois pas été retrouvé dans des lysats de cellules musculaires larvaires non-

transfestées.

Un motif de clivage spécifique aux métalloprotéases de la famille ADAM a été retrouvé
dans la partie cytoplasmique du récepteur, proximalement a son dernier domaine
transmembranaire. Constitué¢ de cinq résidus KTLES, sa mutation abolit le clivage de la
queue C-terminale du récepteur en cellules S2 transfectées. Contrairement aux protéines
membranaires assujetties a la RIP, La protéolyse de ce RCPG ne serait donc pas

intramembranaire mais plutot cytoplasmique.

La régulation du clivage de DFrizzled2 par son agoniste a été vérifiée. La surexpression

de Wg dans les cellules présynaptiques a résulté en une augmentation des marquages
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intranucléaires pour la partie C-terminale de DFrizzled2. Les auteurs ont ensuite vérifié si
la protéolyse des récepteurs DFrizzled2 de la jonction neuromusculaire requérait
I’endocytose du récepteur ou son transport rétrograde. Le blocage de ces étapes par la
surexpression de transgenes dominant-négatifs de la dynamine et de composantes du
complexe dynéine-dynactine a résulté en une diminution des marquages intranucléaires

pour la partie C-terminale de DFrizzled?2.

Les jonctions neuromusculaires des larves « knock-out » pour le récepteur DFrizzled2
présentent un nombre réduit de boutons et une morphologie anormale. Ces anormalités
ont été entierement renversées par la surexpression du récepteur DFrizzled2 sauvage mais

non pas sa version présentant une mutation du motif de clivage ADAM.

En somme, le mécanisme de signalisation du récepteur DFrizzled2 chez la drosophile,
suivant sa stimulation par Wg, impliquerait son endocytose et son transport rétrograde en
direction du noyau cellulaire. Lors de ces étapes, la protéolyse du récepteur par une
métalloprotéase de la famille ADAM se produirait et amenerait le relachement d’un
fragment C-terminal, subséquemment transporté au noyau ou il pourrait réguler la

transcription de genes impliqués dans la formation des jonctions neuromusculaires.

Fait intéressant, DFrizzled2 est affublé d’un motif PDZ C-terminal VSHV. Ces motifs
d’interaction sont impliqués dans la formation de complexes de signalisation
membranaires. Dans le contexte particulier d’un fragment protéolytique nucléaire, il a

toutefois été envisagé que les protéines a domaines PDZ puissent plutét moduler la
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translocation et ainsi la formation de synapses [Ataman et al. 2006]. La régulation a la
baisse des niveaux de la protéine a domaines PDZ dGRIP dans des cellules musculaires
larvaires, a I’aide d’ARNs interférentiels, diminue drastiquement la quantité de points
DFrizzled2 intranucléaires observés en immunohistochimie confocale. La réduction de
dGRIP mime de plus les phénotypes observés suivant la réduction de Wg ou DFrizzled2.
Ces effets de dGRIP dépendent d’une interaction directe entre ses domaines PDZ 4 et 5 et
DFrizzled2, tel que montrée par immunoprécipitation de cellules S2 transfectées et en
systéme de double hybride chez la levure. Ces résultats suggerent un role des protéines a
domaines PDZ dans la régulation du ciblage de protéines de signalisation nucléaire,
complémentaire a leur role dans la formation de complexes de signalisation a la surface

membranaire.

La protéolyse d’un autre RCPG, mGluR1a (récepteur métabotropique glutamate la), a
¢galement été démontrée récemment (fig. 3C) [Xu et al. 2007]. La stimulation de cellules
corticales cultivées avec 100 M Glutamate pour 1-60 min a en effet résult¢ en
I’apparition progressive d’un fragment de 38kDa reconnu par un anticorps mGluR1a C-
terminal. Des bandes de 140 et 100kDa, correspondant aux récepteurs intacts et clivés,
ont ensuite été retrouvées en immunobuvardage de type western de cellules corticales
transfectées avec le récepteur mGluRloa muni d’un épitope myc N-terminal. La
caractérisation pharmacologique du clivage des récepteurs mGluR1a endogeénes a montré
que leur clivage dépend de I’activation des récepteurs NMDA plutot que des récepteurs
mGluRla, apparition du fragment C-terminal étant bloquée lors du co-traitement des

cellules avec glutamate et I’antagoniste NMDA MK-801, mais non pas lors du co-
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traitement avec glutamate et I’antagoniste mGluR1a LY367385. Le traitement avec le

NMDA a également mené au clivage du récepteur mGluR 1 a.

Les auteurs sont ensuite partis a la recherche d’une protéase responsable de la protéolyse
du fragment C-terminal endogéne de mGluRla. Le clivage de mGluR1a médié par le
NMDA en cultures neuronales a été aboli par le pré-traitement avec I’inhibiteur calpain «
calpain inhibitor III ». Le pré-traitement avec I’inhibiteur caspase cpm-VAD-CHO fut
sans effet. Le clivage a également été retrouvé en conditions in vitro, suivant I’incubation
de récepteurs mGluR1a transfectés en cellules HEK293 et immunoprécipités avec des
quantités variables de -calpain recombinante. Le traitement de fractions membranaires
issues de culture neuronales avec un peptide codant pour la région de mGluR1a incluant
le site de clivage calpain, dans le but de limiter la disponibilité de calpain pour les
récepteurs mGluR 1o endogenes, a mené a une diminution de I’abondance des fragments
mGluR1a endogénes. Ces résultats convergent tous vers I’implication d’une protéase de
la famille calpain. Un site de clivage a méme ¢été localisé entre les résidus S936 et Y937
par séquencage d’un fragment mGluR1a C-terminal, généré sous forme de protéines de

fusion GST et protéolysé in vitro avec -calpain recombinante.

A la recherche d’un role physiologique, les auteurs ont ensuite vérifié la capacité du
récepteur mGluR1a dépouillé de sa queue C-terminale a coupler ses effecteurs reconnus
que sont les canaux TRPC1, GIRK1 et Ca®". L’amplitude des courants générés suivant la
stimulation du récepteur mGluR1la mutant est fortement diminuée pour les canaux

TRPC1 et GIRK, mais la capacité a mobiliser le Ca** cytosolique demeure préservée. Le

10
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couplage de mGluR1a a la voie de signalisation PI3K-AKT, régulatrice de la survie
cellulaire, a également été vérifié. Les cellules neuronales ont été pré-traitées au NMDA,
dans le but de cliver le récepteur mGluR1la, puis traitées avec 1’agoniste mGluR1a
DHPG. Les niveaux de phosphorylation d’AKT ont été fortement diminués, ce qui est
considéré comme un effet pro-apoptotique. Cela suggere que seuls les récepteurs intégres
sont en mesure de coupler la voie AKT. La réduction de la phosphorylation d’AKT
causée par le pré-traitement avec le NMDA a été partiellement renversée par I’incubation
initiale des cellules avec le peptide mGluR1o compétiteur, démontrant encore une fois
I’importance de la queue C-terminale de mGluR1a dans le couplage de ses effecteurs. Le
relachement de Ca®" intracellulaire et I’activation de la voie PI3K-AKT ayant des
implications dans I’excitotoxité, les auteurs ont envisagé que le clivage de mGluR1a
puisse contribuer significativement aux effets neurotoxiques de I’activation des canaux
NMDA. L’hypotheése a été corroborée par ’observation de la plus grande mortalité
cellulaire de cellules transfectées avec le récepteur mGluRla tronqué suivant la
stimulation avec le NMDA, puis le renversement de cette observation par le peptide
mGluRla compétiteur. Le peptide mGluRla a de plus un effet neuroprotecteur
lorsqu’exprimé dans le cerveau de souris chez qui des convulsions sont induites par un
traitement a 1’acide kainique. En somme, il est conclu que le clivage calpain-dépendant
du récepteur mGluRla suivant D’activation des récepteurs NMDA favorise
I’excitotoxicité par la préservation du couplage aux voies de signalisation Ca®" et par
I’abolition du couplage PI3K-AKT. Les récepteurs DFrizzled2 et mGluRla sont

d’¢loquents exemples de récepteurs a 7-TMs utilisant la protéolyse régulée comme mode

11
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de signalisation, en parallele avec le couplage de protéines G. La fig. 1 résume le mode

de fonctionnement de ces deux récepteurs.
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Figure 1. Mécanismes alternatifs de signalisation des récepteurs a 7-TMs. A) Récepteur DFrizzled 2
(DFz2) chez la drosophile. Suivant I’activation par le ligand Wingless (Wg), la partie C-terminale des
récepteurs DFz2 endocytosés est protéolysée par une endopeptidase de la famille Caspase. Les domaines C-
terminaux de 8kDa qui sont générés transloquent ensuite au noyau ou ils influent sur la formation de
jonctions neuromusculaires par régulation présumée de la transcription. B) Récepteur mGluRla des
neurones corticaux glutamatergiques chez le rongeur. L’activation des récepteurs-canaux NMDA par le
glutamate est suivie de la protéolyse du récepteur mGluR1a par Calpain. Les fragments C-terminaux de
38kDa générés favorisent 1’excitotoxicité par la préservation du couplage aux voies de signalisation Ca" et
par I’abolition du couplage PI3K-AKT.
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Dans le cadre de cette section supplémentaire, nous ¢laborons sur la nature méme des
composantes de la voie intracellulaire de signalisation MAPK-ERK1/2, régulatrice de la
différentiation et de la prolifération cellulaire, décrite précédemment dans le contexte de
son activation par les protéines G hétérotrimériques. Nous poursuivons avec la
description du couplage de cette voie par les récepteurs TKs, activés directement par

leurs ligands ou encore transactivés par des récepteurs a 7-TMs.

Protéines Ras

Les protéines Ras sont des GTPases associées aux différentes membranes cellulaires qui,
dans un état activé par la liaison de GTP, sont en mesure d’activer différents effecteurs
dont la MAPK3K Raf. La famille Ras est constituée de quatre isoformes soit H-Ras, N-
Ras, K-Ras 4A et K-Ras 4B (les deux dernicres étant des variants d’épissage de K-Ras),
ciblées différenticllement a la membrane plasmique et aux endomembranes selon la
séquence et les modifications post-traductionnelles de régions C-terminales
hypervariables de 23-24 acides aminés [McKay et Morrison, 2007]. Méme si toutes les
protéines Ras sont farnésylées et carboxylméthylées en cette région, ce qui les ciblent au
RE, des motifs de localisation secondaires situés a proximité peuvent permettre leur
ciblage a la membrane plasmique [Choy et al. 1999]. K-Ras 4B est, par exemple, ciblée a
la surface membranaire grace a une série de résidus polybasiques C-terminaux tandis que
H-Ras et N-Ras, qui contiennent des résidus cystéine en constante
dépalmitoylation/palmitoylation en cette méme région, font la navette entre les
membranes plasmiques et golgiennes [Hancock et al. 1990]. L ubiquitination de la partie

C-terminale contribue é¢galement a la localisation sous-cellulaire. Elle stabilise en effet la
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localisation aux endosomes de H-Ras et N-Ras (mais pas de K-Ras) et permet I’activation
de la voie MAPK-ERKI1/2 depuis ce lieu [Jura et al. 2006]. Car si le mécanisme
d’activation le mieux caractérisé de Ras a pour lieu la membrane plasmique et dépend de
la catalyse par le facteur d’échange guanine nucléotide SOS du remplacement de la GDP
de Ras par une GTP [Quilliam et al. 1995; Downward, 1996], les évidences s’accumulent
a I’effet que les protéines Ras peuvent aussi étre activées a I’appareil de Golgi, au RE et
sur les endosomes, selon des paramétres différents en terme d’amplitude et de cinétique
[Chiu et al. 2002; Jiang et Sorkin, 2002; Burke et al. 2001; Di Guglielmo et al. 1994].
Ras-GTP peut de plus activer des complexes de signalisation différents selon les
compartiments cellulaires et ainsi élargir le répertoire de réponses biologiques sous-
tendues par les voies de signalisation (MAPK ou autres) qu’elle active [Sorkin et Von

Zastrow, 2002; Plowman et Hancock, 2005; Mor et Phillips, 2006].

Protéines Raf

Les MAP3K Raf (Raf-1, B-Raf, A-Raf) tronent au sommet de la voie MAPK-ERK1/2.
Quoiqu’elles partagent des caractéristiques structurales communes, elles varient par leur
mode de régulation, leur distribution tissulaire et leur capacité a activer les MAP2K
MEK1/2 [Wellbrock et al. 2004]. Raf-1 est I’activateur principal de MEK1/2. A D’état
inactif, les protéines Raf seraient localisées dans le cytosol, avec leur domaine N-terminal
agissant en auto-inhibiteur de leur domaine kinase C-terminal, le tout stabilisé¢ par
I’interaction a des dimeres de la protéine d’échaffaudage 14-3-3. L’activation de
récepteurs TKs stimule le recrutement aux membranes via Ras de Raf, le relachement de

14-3-3 puis I’activation de Raf par une suite complexe d’événements de phosphorylation
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qui augmentent son activité catalytique en neutralisant son auto-inhibition et en facilitant
I’activation de son domaine kinase. Ils incluent, dans le cas de Raf-1, la
déphosphorylation du site inhibiteur S259, la phosphorylation du site activateur S338 et

la phosphorylation de la boucle d’activation, laquelle procure une activité maximale.

MEK1/2

Les MAP2Ks MEKI1 et MEK2 sont activées par phosphorylation des sérines 218 et 222
de leurs boucles d’activation, ce qui leur permet de phosphoryler subséquemment les
résidus Thr202 et Tyr 204 d’ERK1 (Thrl85 et Tyr187 d’ERK2). Elles demeurent les
¢léments les moins bien étudiés de la triade MAPK-ERK1/2. Aucune mutation MEK1/2
n’a été détectée dans les cancers humains, ce qui n’empéche pas que ces kinases soient
considérées d’intéressantes cibles thérapeutiques, puisqu’elles sont situées a un point de
convergence de plusieurs voies mitogéniques et qu’ERK1/2 en sont les seuls substrats
connus. Cet état de fait a stimulé¢ le développement d’inhibiteurs pharmacologiques

MEK1/2 capables de bloquer I’activation d’ERK.

ERK1/2

Les MAPK ERKI et ERK2, également connues sous les noms de p44™A™ et p42MAPK,
sont des protéines sérine/thréonine kinases ciblant les résidus proline et partageant 83%
d’homologie de séquence. Elles ont été les premiéres MAPKs décrites chez les
mammiferes. Une fois activées, elles phosphorylent une variété de substrats nucléaires et
cytosoliques qui promeuvent de maniére concertée la synthése de nucléotides, la

transcription d’ARNs messagers, la traduction protéique et le cycle cellulaire [Pouyssegur
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et al. 2002 ; Traverse et al. 1992]. Les voies MAPKs ont une variété de facteurs de
transcription comme substrats [Turjanski et al. 2007]. Les sites de phosphorylation sont
souvent localisés dans les domaines de transactivation et peuvent ainsi moduler ’activité
transcriptionnelle par régulation de I’affinité de liaison des facteur de transcription a des
coactivateurs transcriptionnels tels que CBP (« CREB-binding protein ») ou encore par
régulation de leur stabilité¢ par interférence avec la dégradation ubiquitine-dépendante.
Elk-1 (« ets like gene 1 ») est un substrat d’ERK1/2 particulierement bien étudi¢ a cet
¢gard. Son activité transcriptionnelle est en effet augmentée par la phosphorylation de
multiples sites par ERK1/2. Les facteurs de transcription des familles Jun (c-Jun, JunB et
JunD) et Fos (c-Fos, FosB et JunD), lesquels peuvent homodimériser ou hétérodimériser
et ainsi former les complexes protéiques AP-1 (« activator protein 1 »), sont également
des substrats d’ERK1/2. La phosphorylation multi-site de c-Fos et de c-Myc en sérine 62
par ERK1/2 augmente leur activité et leur stabilité. La liste des facteurs de transcription
qui sont substrats d’ERK1/2 inclut également SMAD1-4 (« drosophila, mothers against
decapentaplegic 1-4 »), MAF-A, p53 (« tumor protein 53 »), c-Myb et Spl. La
phosphorylation des facteurs de transcription SMADI1 et NFAT4 (« nuclear factor of
activated T-cells 4 ») par ERK1/2 a par ailleurs un effet inhibiteur sur leur activité qui
impliquerait leur rétention cytoplasmique. Bien évidemment, les facteurs de transcription
substrats d’ERK1/2 sont également substrats d’autres kinases, MAPK ou autres, activées
par des signaux potentiellement distincts de ceux activant la voie MAPK-ERK1/2. Ils

représentent le lieu de convergence d’une variété de signaux extracellulaires.



Annexe 2 — Composantes MAPK-ERK1/2 et autres mécanismes de couplage des récepteurs TKs et 7-TMs

Deux variants d’épissage d’ERKI1 ont été caractérisés jusqu’a présent. ERK1b est une
forme d’ERK1 de 46kDa, trouvée chez les rongeurs, résultat d’une insertion dans la
partie C-terminale qui diminuerait sa sensibilité aux phosphatases PTP-SL et MKP3, par
disruption d’un site d’amarrage de type CD. Cette caractéristique pourrait lui permettre
de transmettre des signaux plus soutenus dans le temps et ainsi de médier des réponses
cellulaires distinctes aux plans qualitatif et quantitatif. Le profil d’activation de cette
forme d’ERKI est par ailleurs semblable a celui de la la forme de 44kDa, hormis une
activation plus robuste par le stress osmotique et une interaction plus faible avec MEKI1.
Une autre forme d’ERK, ERKlc, de 42kDa, est caractérisée a la fois par une délétion et
une insertion. Elle est monoubiquitinée en conditions de haute densité cellulaire et
enrichie dans I’appareil de Golgi. La localisation particuliere de cette forme d’ERKI
pourrait lui permettre d’étre régulée spécifiquement par des formes de Ras également
localisées aux endomembranes, associées a la signalisation MAPK dite soutenue.

D’autres variants d’épissage sont également susceptibles d’exister.

Phosphatases

Les réponses cellulaires associées a I’activation des voies MAPKs dépendent de
I’amplitude et de la durée du signal, des parameétres qui influencent la distribution sous-
cellulaire d’ERK1/2 activé (cytosolique vs nucléaire), I’association des composantes
MAPK a des protéines d’échaffaudage et ainsi la phosphorylation des protéines-cibles.
La cinétique de la déphosphorylation contribue a la détermination de 1’amplitude et de la
durée d’activation des MAPKs. Les mécanismes de la déphosphorylation des MAPKs

sont moins bien définis que les mécanismes de sa phosphorylation. Une famille de
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MAPK phosphatases double spécificité (Thr/Tyr) (MKPs), constituée de 10 membres,
accomplit une part importante de la déphosphorylation des MAPKSs chez les mammiferes
[Owens et Keyse, 2007]. Ces phosphatases peuvent étre séparées en 3 sous-familles selon
leur structure génique, leur homologie de séquence et leur localisation sous-cellulaire. Le
premier groupe inclut DUSP1/MKP-1, DUSP2/PAC-1, DUSP4/MKP-2 et DUSPS, toutes
de localisation intranucléaire. Le deuxiéme groupe inclut DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKP-
X, DUSP9/MKP-4, de localisation cytosolique. Les MKPs du troisiéme groupe, soit
DUSPS, DUSP10/MKP-5 et DUSP16/MKP-7, se démarquent quant a elles par leur
spécificité pour les MAPK activées par le stress (JNK et p38). La régulation des
différentes MKPs est mal connue a ce moment. On sait qu’elles sont régulées a la hausse
par des stimulis activateurs des voies MAPK, ce qui suggere que ’activité des voies
MAPK est assujettie a une boucle de rétrocontrole négatif. Une meilleure compréhension
des signaux régulateurs des MKPs permettra de déterminer I’importance du réseau de

régulation négative des MAPKs.

Protéines d’échaffaudage

Les protéines d’échaffaudage agissent en plate-formes d’amarrage des différentes kinases
d’une voie MAPK donnée et facilitent ainsi I’activation de celle-ci [Dhanasekaran et al.
2007]. Elles régulent ’amplitude et la durée des signaux, augmentent leur spécificité en
isolant les modules de signalisation MAPK et en diminuant ainsi I’influence de stimulis
impertinents. Elles influencent également la localisation sous-cellulaire des modules. Les
protéines « kinase suppressor of Ras 1/2 » (KSR1/2), « MEK-partner-1 » (MP1), «

MAPK organizer 1 » (MORG1) et B-arrestine sont des exemples caractérisés de protéines
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d’échaffaudage spécifiques aux voies MAPKs chez les mammiféres. Par exemple, KSR1
interagit directement avec Raf, MEK et ERK suivant son ciblage membranaire RTK-
dépendant, ce qui facilite I’activation de MAPK-ERK1/2 a cet endroit. La protéine MP1,
identifiée comme protéine interactrice de MEKI1 en systéme de double hybride chez la
levure, promeut quant a elle la localisation et I’activation de complexes MAPK-ERK

endosomaux [Teiss et al. 2002].

MORGT est une protéine de 35kDa, de la famille des protéines WD-40, interactrice de
MPI1, Raf-1, B-Raf, MEK1, MEK2, ERK1/2. Elle augmente les réponses ERK médiées
par le FBS (sérum feetal bovin), les phorbols esters, ’acide lysophosphatidique (LPA)
mais non pas ’EGF. Un role facilitateur de MORG]1 dans le couplage des RCPGs a la
voie MAPK-ERK1/2 a ainsi été proposé, étant donné la dépendance des réponses LPA et

EGF a Pl’activation respective de RCPGs et de RTKs.

La protéine B-arrestine a initialement été étudiée dans le contexte de la désensibilisation
des réponses membranaires des RCPGs [Lefkowitz et Shenoy, 2005]. Elle interagit en
effet avec des RCPGs, tels que B2-AR, PAR2 et ATI1A, qui sont phosphorylés suivant
leur activation, ce qui favorise leur endocytose [Lefkowitz et Whallen, 2004]. B-arrestine
interagit de plus avec les différentes composantes de la triade MAPK-ERK1/2 et favorise
la formation de complexes de signalisation MAPK endocytiques n’incluant pas de
protéine G. Cette signalisation ERK médiée par B-arrestine se distingue par une cinétique
d’activation relativement lente mais soutenue et par I’absence de propagation au noyau. Il

a par ailleurs été rapporté que I’activation du récepteur NGF Trk A améne I’interaction
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PTX-dépendante avec P-arrestine 1, une observation liant B-arrestine a une voie de
transactivation RCPGs-RTKs impliquant Gj, [Rakhit et al. 2001]. La surexpression de [3-

arrestine 1 augmente de plus I’activation de MAPK-ERK1/2 par le NGF.

D’autres protéines d’échaffaudage interagissent avec les différentes composantes de la
voie MAPK-ERKI1/2 et médient des réponses spécifiques quant a leur contexte. Sef est
par exemple une protéine transmembranaire localisée a I’appareil de Golgi, qui lie
sé¢lectivement MEK activé et facilite la phosphorylation d’ERK [Torii et al. 2004]. Elle
empéche toutefois la translocation nucléaire d’ERK, et ne permet ainsi que la
phosphorylation de substrats cytosoliques depuis I’appareil de Golgi. Paxillin est un autre
de ces échaffauds MAPK, qui permet cette fois-ci I’activation d’ERK1/2 au sein de
complexes MAPK localisés dans les adhésions focales [Ishibe et al. 2003]. Ces
complexes contribuent a I’étirement cellulaire en favorisant le recrutement de FAK («
focal adhesion kinase »). La liste des échaffauds MAPK inclut également les protéines

CNK-1, CNK-2, MEKK1, IQGAPI et 14-3-3.

Couplage des récepteurs tyrosine kinase a la voie MAPK-ERK1/2

La voie MAPK-ERK1/2 a initialement été associée a 1’activation des RTKs par les
différents facteurs de croissance. Ces récepteurs représentent un groupe d’une
cinquantaine de récepteurs, sensibles a différents facteurs de croissance (PDGF, VEGF,
EGF, FGF, NGF, insuline, etc.), regroupés sous au moins 18 familles et exprimés a la
surface d’a peu pres toutes les cellules mammiféres ou ils médient une variété de

réponses biologiques, notamment prolifératives ou différentiatrices [Mckay et Morrison,
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2007]. A I’image de la voie MAPK-ERK /2, I’'importance critique de ces récepteurs dans
la régulation de la prolifération, la différentiation et la survie cellulaire est témoignée par
leur implication fréquente dans le développement de cancers causés par des mutations les
rendant constitutivement actifs ou menant a la surexpression de leurs ligands. Ils prennent
généralement la forme de simples chaines polypeptidiques monomériques. Le domaine de
liaison du ligand est localis¢ dans la partie N-terminale, extracellulaire, qui peut
¢galement contenir des domaines globulaires du genre immunoglobuline, fibronectine
type III, riches en cystéines, etc. La partie C-terminale, intracellulaire, contient quant a

elle le domaine tyrosine kinase [Hubbard et Till, 2000].

Ces récepteurs sont donc activés par la liaison de facteurs de croissance a leurs domaines
extracellulaires, laquelle induit la dimérisation puis 1’autophosphorylation de résidus
tyrosines en leurs domaines intracellulaires, qui servent de sites de liaison spécifiques
pour des protéines contenant des domaines SH2 et PTB. Ces protéines peuvent étre des
enzymes directement activées par le récepteur (Src, PLCy, Shp-2, PI3K), des adapteurs
(Grb2, Shc) ou des protéines d’amarrage (IRS, FRS, protéines Gab/Dok). Des complexes
de signalisation multiprotéiques sont ainsi assemblés a la membrane plasmique ou sur les
endomembranes. Les domaines kinases activés peuvent également phosphoryler
directement les protéines des complexes effecteurs en aval du récepteur. Ces événements
de phosphorylation coordonnés aménent I’activation de MAPK-ERK1/2, PLC-y1 et PI3K

[Huang et Reichardt, 2003].

10



Annexe 2 — Composantes MAPK-ERK1/2 et autres mécanismes de couplage des récepteurs TKs et 7-TMs

Par exemple, la dimérisation ligand-dépendante du récepteur Trk A, sensible au NGF,
peut activer la voie de signalisation MAPK-ERK1/2 par le recrutement du domaine PTB
de la protéine Shc en un motif NPXY autophosphorylé [Stephens et al. 1994]. La protéine
Shc est subséquemment phosphorylée par le récepteur, ce qui lui permet de recruter Grb2
et le facteur d’échange guanine nucléotide SOS, lequel catalyse le relachement de GDP et
son remplacement par le GTP sur la petite protéine G Ras, ce qui active cette dernicre et

initie la cascade MAPK-ERK1/2.

L’enzyme PLC-yl1 est recrutée a la surface suivant ’activation des RTKs, a proximité de
son substrat lipidique phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,), dont elle catalyse le
bris en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3) qui activeront, respectivement,
les isoformes PKCs régulées par DAG et les stocks intracellulaires de Ca>" (et par
extension les isoformes PKCs sensibles au Ca®" de méme que la signalisation Ca*" en
général). Certaines isoformes PKC sont de puissants régulateurs de la voie MAPK-
ERK1/2, comme en témoigne I’effet stimulateur MAPK-ERK1/2 de I’activateur PKC et

promoteur de tumeur phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA).

Nous mentionnons ’activité lipide kinase de PI3K malgré le fait qu’elle ne soit pas en
lien avec la voie MAPK-ERK1/2. Elle promeut la survie cellulaire par la synthése de
composés phosphatidylinositides tels le PI-3,4-P2, qui interagit directement avec la
protéine sérine/thréonine kinase AKT (PKB) via un domaine PH et permet son
recrutement a la membrane puis son activation via PDK-1 et PDK-2 [Huang et Reichardt,

2003]. AKT a parmi ses nombreux substrats toute une série de protéines impliquées dans

11
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la régulation de I’apoptose, dont des membres de la famille BCL-2 et des facteurs de

transcription Forkhead, qui supportent sont action anti-apoptotique.

Couplage des récepteurs a sept domaines transmembranaires a la voie
MAPK-ERK1/2 par transactivation des récepteurs tyrosine kinase

L’activation de la voie MAPK-ERK1/2 par différents RCPGs couplés a G4 ou Gi, en
systémes hétérologues d’expression, a rapidement été hypothétisée comme empruntant le
chemin des récepteurs RTKs, les effets médiés par les facteurs de croissance sur la voie
MAPK-ERK1/2 étant souvent plus puissants et ayant été démontrés avant ceux des
ligands RCPGs. Ce concept de transactivation des RTKs par les RCPGs supporte
¢galement bien la notion a I’effet que les différentes familles de protéines réceptrices
membranaires et leurs groupes effecteurs associés ne médient généralement pas leurs
actions cellulaires, qu’elles soient de nature électrique, proliférative, différentiatrice ou
métabolique, en tant qu’entités isolées et que I’interprétation différentielle de signaux
chimiques extracellulaires coincidents permet la régulation de la nature et de la

magnitude des réponses cellulaires.

Le potentiel de transactivation des RTKs a ét¢ initialement démontré et développé pour le
récepteur a ’EGF et son cousin HER2 (« human epidermal growth factor receptor 2 »),
qui peuvent étre rapidement phosphorylés en leurs résidus tyrosine par I’endothéline-1, le
LPA ainsi que la thrombine dans les fibroblastes de rat, ce qui active rapidement MAPK-
ERK1/2 [Daub et al. 1996]. Le phénomeéne est dans ce type cellulaire indépendant de la
présence de I’EGF, quoiqu’inhibé par I’antagonisme du récepteur a ’EGF ou par des

mutations a effet dominant négatif de ce récepteur. De cette découverte fondamentale ont
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germé plusieurs études confirmant I'importance de la transactivation du récepteur a

I’EGF en tant que signal activateur de MAPK-ERK1/2 en une variété de types cellulaires.

Une contribution majeure au modele a été fournie par le méme groupe [Prenzel et al.
1999], qui a montré¢ I'implication de métalloprotéases membranaires dans la
transactivation du récepteur EGF par les ligands RCPGs LPA, endothéline, thrombine,
bombésine et carbachol. La stimulation des RCPGs amene en effet I’activation de
métalloprotéinases, ce qui permet le clivage de HB-EGF (« Heparin-binding-EGF »), un
des multiples ligands connus du récepteur EGF, et la libération de sa partie active, liée a
un domaine transmembranaire lorsque 1’agoniste est sous sa forme de précurseur.
L’importance physiologique du mécanisme est supportée par des résultats montrant que
I’inhibition du clivage du précurseur HB-EGF empéche la transactivation et I’activation
des signaux en aval, régulant ainsi la croissance et la migration d’une lignée tumorale de
la prostate de méme que I’hypertrophie cardiaque [Carpenter, 2000; Asakura et al. 2002].

Le mod¢le de transactivation clivage-dépendant qui prévaut pour le moment prend donc
la forme d’un serpentin, le signal passant trois fois la membrane avant d’activer MAPK-
ERK1/2. Le signal serait dans une premier temps transmis a 1’intérieur de la cellule par la
liaison du ligand au RCPG concerné, y activerait la partie intracellulaire d’une
métalloprotéinase par un mécanisme inconnu, et la rendrait apte a cliver ses substrats
extracellulaires, parmi lesquels les protéines précurseures EGF, avec comme conséquence
la réentrée du signal par la stimulation du récepteur EGF, son autophosphorylation puis
I’activation de la voie MAPK-ERK1/2 [Prenzel et al. 1999; Wallasch et al. 2002]. Si les

protéases impliquées dans ce phénomene demeurent mal définies, des études génétiques
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suggerent I'implication de métalloprotéinases de la sous-famille ADAM (« A Disintegrin
and Metalloproteinase ») dans le clivage des précurseurs membranaires de deux des
ligands du récepteur EGF, HB-EGF et TGF-a [Izumi et al. 1998, Black et al. 1997; Moss

et al. 1997], une action qui serait de surcroit modulée par la PKC [Carpenter, 2000].

Des voies de transactivation indépendantes du clivage ont également été identifiées pour
le récepteur EGF. Les protéines tyrosine kinases Src et Pyk2 semblent occuper une place
importante dans ces voies, en aval de I’activation des RCPGs. Il a en effet ét¢ déterminé
par approche génétique [Andreev et al. 2001] qu’elles sont nécessaires a la
phophorylation du récepteur EGFR induite par le LPA et les autres agonistes RCPGs
précédemment mentionnés. Src et Pyk2 ne sont toutefois pas absolument requises a
I’activation de la voie MAPK-ERKI1/2 par lesdits agonistes, ce qui montre que
I’adéquation n’est pas parfaite entre phosphorylation des RTKs et activation de MAPK-

ERK1/2 [Luttrell et al. 1996; Biscardi et al. 1999; Keely et al. 2000].

L’inactivation de tyrosines phosphatases pourrait également étre impliquée dans la
transactivation. Celles-ci régulent en effet de pres I’activit¢é RTK et leur inactivation
réversible par le peroxide d’hydrogéne (H,O;) a été établie [Meng et al. 2002]. Or, la
stimulation de plusieurs RCPGs mene a la synthése d’H,O, [Rhee et al. 2000], ce qui
pourrait les lier a I’activation des RTKs. Ce role du H,O; a d’ailleurs été établi dans le cas

de la stimulation de MAPK-ERK1/2 par le LPA [Chen et al. 1995].
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Le GABA est considéré comme le neurotransmetteur inhibiteur le plus important du
systétme nerveux central mature chez les mammiféres. Présent en concentrations
millimolaires dans plusieurs régions du cerveau, il est sécrété par 20 a 30% des neurones,
notamment par la grande majorité des interneurones corticaux et hippocampaux, intégrés
a des circuits locaux d’inhibition de neurones de projection excitateurs, pour la plupart
glutamatergiques [Wonders et Anderson, 2006]. La place qu’occupe le GABA en tant
que neurotransmetteur inhibiteur primaire est étudiée depuis plus d’une cinquantaine
d’années; son role dans la modulation des signaux générés par le cortex et dans la
plasticité du cerveau adulte est majeur. La signalisation GABAergique exerce de plus un
role régulateur lors du développement du systéme nerveux, aux étapes de prolifération
des cellules souches neuronales, de migration des interneurones et de différentiation
[Owens et Kriegstein, 2002 ; Nguyen et al. 2001]. Ces fonctions alternatives du GABA,
moins étudi€es, surprennent peu lorsque I’on considére I’ancienneté de cet acide aminé.
L’existence d’une signalisation GABAergique initi€ée depuis les endomembranes

prendrait tout son sens dans ce contexte.

Synthese

Le GABA est un acide aminé non-protéique a quatre carbones synthétisé par
pratiquement tous les organismes de la bactérie a ’humain. Sa synthése est intimement
liée au métabolisme énergétique de la cellule puisqu’il débute par la glycolyse, soit la
dégradation cytosolique du glucose en pyruvate puis en acétyl-CoA, et le cycle de Krebs,
série de réactions biochimiques mitochondriales menant a la production d’intermédiaires

énergétiques qui permettront la production d’adénosine triphosphate (ATP) dans la
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chaine respiratoire [Nguyen et al. 2001]. Le cycle de Krebs est initi¢ par le transfert du
groupement acétyl de 1’acétyl-CoA a I'oxaloacétate lequel produit le citrate, premier
intermédiaire énergétique du cycle. Puisque I’enzyme pyruvate carboxylase (PC), qui
permet la genése d’oxaloacétate depuis le pyruvate, est seulement exprimée par les
astrocytes, la synthése de novo de ’acide L-glutamique et du GABA a partir du glucose
dépend tant des neurones que des astrocytes. La synthése du GABA diverge du cycle de
Krebs a I’étape de I'intermédiaire a-kétoglutarate, un acide a-cétonique (fig. 1). Cette
¢tape est suivie par une réaction de transamination de 1’a-kétoglutarate en acide L-
glutamique par I’enzyme o-oxoglutarate ou GABA-transaminase (GABA-T).
L’incapacité des neurones a produire le GABA depuis le glucose rend nécessaire le
transfert de précurseurs GABA des astrocytes aux neurones afin de compenser la
recapture astrocytaire de GABA. Cela est accompli a I’étape du précurseur 1’acide L-
glutamique, transféré grace au cycle glutamate/GABA-glutamine en opération entre
astrocytes et neurones (fig. 2) [Bak et al. 2006]. L’acide L-glutamique, produit de novo
ou a partir du GABA recapturé par les astrocytes, est en effet transformé en glutamine par
I’enzyme glutamine synthétase, spécifique aux astrocytes. Aprés son relachement et sa
recapture par les neurones, il est retransformé en acide L-glutamique par I’enzyme «
phosphate-activated glutaminase » (PAG). Le GABA neuronal est donc issu en partie de
I’acide L-glutamique synthétis¢é par les astrocytes. Une derni¢re réaction de
décarboxylation, limitante, catalysée par I’enzyme L-glutamate décarboxylase (GAD) et

exclusive aux neurones GABAergiques, permet la synthése finale du GABA.
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Figure 1. Synthése et dégradation du GABA. Illustration des quatre réactions qui constituent le « shunt
GABA » : 1- synthése de ’acide L-glutamique (Glu) par transamination de 1’intermédiaire du cycle de
Krebs a-kétoglutarate (a-KG), réaction catalysée par 1’enzyme o-oxoglutarate ou GABA-transaminase
(GABA-T); 2- synthése du GABA par décarboxylation de 1’acide L-glutamique (Glu), réaction catalysée
par ’enzyme L-glutamate décarboxylase (GAD); 3- dégradation du GABA en semialdéhyde succinique
(SSA) par GABA-T; 4- oxydation du semialdéhyde succinique en succinate par I’enzyme « succinic acid
semialdehyde dehydrogenase » (SSADH). Le « shunt GABA » est vu comme une voie alternative
permettant non seulement la synthése du GABA mais également sa conservation, puisque la transamination
du GABA en SSA par GABA-T ne se produit que lorsque qu’une molécule a-kétoglutarate est présente
pour accepter le groupe amine enlevé et ainsi devenir une molécule d’acide L-glutamique, précurseur
GABA.
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Les réactions de transamination de 1’a-kétoglutarate en acide L-glutamique par I’enzyme
GABA-T, de décarboxylation de I’acide L-glutamique en GABA par I’enzyme GAD, de
transamination du GABA en semialdéhyde succinique (SSA) par GABA-T et
d’oxydation du semialdéhyde succinique en succinate par ’enzyme SSADH (« succinic
acid semialdehyde dehydrogenase »), peuvent étre vues comme une boucle alternative
(fig. 2), fermée, contournant I’étape succinyl-CoA du cycle de Krebs, et appelée le «
shunt GABA », puisque le succinate produit a partir du SSA réintégre par la suite le cycle
de Krebs [Nguyen et al. 2001]. Le « shunt GABA » est vu comme une voie alternative
permettant non seulement la synthése du GABA mais également sa conservation, puisque
la transamination du GABA en SSA ne se produit que lorsque qu’une molécule o-
kétoglutarate est présente pour accepter le groupe amine enlevé et ainsi devenir une
molécule d’acide L-glutamique, précurseur GABA. Une molécule d’acide L-glutamique
est donc générée pour chaque molécule de GABA métabolisée. La disponibilité¢ du

précurseur contribue a la préservation du réservoir neuronal de GABA.



Annexe 3 — Neurotransmission GABAergique

| Neurone
_-'Iu pré-synaptique

| Cycla W

/ .-’ Krehs

; il
, . '
", Meurone post-synaptique ;

!

Figure 2. Cycle glutamate-glutamine. [llustration de la synthése astrocytaire de novo de 1’acide L-
glutamique, précurseur GABA, puis de son transfert au compartiment neuronal suivant sa conversion en
glutamine (Gln) par I’enzyme glutamine synthétase. La Gln est ensuite retransformée en acide L-

glutamique dans le compartiment neuronal grace a I’enzyme « phosphate-activated glutaminase » (PAG).
La synthese finale de GABA est exclusivement neuronale.
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L’activité GAD, propre aux neurones GABAergiques, permet I’accumulation cytosolique
et synaptique de GABA a des concentrations jusqu’a 1000 fois plus élevées que celles
des neurotransmetteurs monoaminergiques dans certaines régions cérébrales. Elle est
tributaire de deux enzymes isoformes, GAD65 et GAD67, codées par des génes différents
et qui se distinguent par leur régulation et leur localisation sous-cellulaire [Nguyen et al.
2001 ; Soghomonian et Martin, 1998 ; Wei et Wu, 2008]. L’analyse de leur séquence
protéique met en lumieére deux domaines, soit un domaine N-terminal hautement
divergent (23% d’homologie de séquence), potentiellement impliqué dans le ciblage
sous-cellulaire, I’association aux membranes et la dimérisation, et un domaine C-terminal
(72% d’homologie de séquence), plus gros, qui contient le centre catalytique. Les deux
isoformes sont a la fois retrouvées dans des fractions solubles et membranaires dans le
cerveau. En immunohistochimie, GAD65 apparait notamment associée a 1’appareil de
Golgi et aux vésicules synaptiques de terminaisons GABAergiques. Sa localisation
synaptique, associée au fait que son activité soit augmentée par I’ajout du cofacteur
pyridoxal phosphate dans un contexte de surexpression, suggere qu’elle est surtout
présente sous forme d’apoenzyme dormante et qu’elle est une enzyme importante pour la
synthése du GABA synaptique, susceptible d’étre régulée selon les niveaux de GABA
synaptique ou les signaux regus par les neurones GABAergiques. GAD67, quant a elle,
existe essentiellement sous forme d’holoenzyme catalytiquement active, puisque
fortement liée au coenzyme pyridoxal phosphate dans le cytosol, ce qui suggere qu’elle
soit davantage li¢e a la synthése de GABA via le shunt GABA et davantage associée a un
pool GABA cytosolique assumant des fonctions alternatives a la neurotransmission,

comme facteur trophique ou source d’énergie [Soghomonian et Martin, 1998 ; Martin et
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Rimvall, 1993]. Les études de souris mutantes négatives GAD65 et GAD67 suggerent
que GADG67 est responsable de la majorité de la synthése du GABA dans le cerveau. Les
niveaux de GABA sont en effet normaux chez la souris GADG65-/-, alors qu’ils sont
diminués de manicre importante chez la souris GAD67+/-. Cela est conséquent avec
I’activité constitutive de GAD67. La présence d’un important pool cytosolique de GABA,
tributaire de GAD67, rend pertinente I’idée a I’effet que des récepteurs GABA puissent

étre fonctionnels a 1’intérieur de la cellule.

1.1.2 Relachement vésiculaire et non-vésiculaire

I vient d’étre brievement fait mention de I’existence de deux réservoirs de GABA,
vésiculaire et cytosolique, potentiellement associés a la neurotransmission rapide et au
métabolisme, respectivement. Il est proposé que le relaichement du GABA originant de
ces deux réservoirs est médi¢ via des mécanismes distincts. En ce qui a trait au GABA
synaptique, l’existence de relachement vésiculaire, caractéristique essentielle a
I’attribution du titre de neurotransmetteur a une molécule chimique endogéne, est établie
depuis plusieurs années [Curtis et Johnston, 1974 ; Schousboe et al. 1976 ; Otsuka 1996].
Elle dépend a la fois du remplissage vésiculaire, opéré par des transporteurs GABA
cytosoliques VGAT (« vesicular GABA transporter ») et de la fusion des membranes
vésiculaire et plasmique Ca*'-dépendante, suivant la dépolarisation présynaptique. Le
GABA relaché via ce mécanisme diffuse et médie ses effets, généralement inhibiteurs,

sur les neurones postsynaptiques-cibles par I’entremise d’hétérorécepteurs.
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Un autre mode de relaichement du GABA, non-vésiculaire, indépendant de potentiels
d’action et du Ca”" et associé au renversement du flux de molécules passant la membrane
plasmique via les transporteurs GABA, a également été décrit et permettrait le
relachement du réservoir cytosolique de GABA dans I’espace extracellulaire [Pin et
Bockaert, 1989 ; Bernath 1992 ; Belhage et al. 1993 ; Taylor 1991]. Ce mode de
relachement cohabite & des degrés variables avec le relachement vésiculaire selon les
cellules neuronales étudiées. 11 est par exemple bien caractérisé du coté des cellules
granulaires du cervelet, dans lequel contexte il contribue a ’activation tonique de
récepteurs GABA-A extrasynaptiques [Mody 2001 ; Rossi 2003]. Un role important du
relachement non-vésiculaire est également proposé lors des étapes de prolifération et
migration neuronale du cerveau en développement, étapes qui se produisent entre les 2™
et 5™ mois de gestation chez I’humain et entre les jours embryoniques 12 et 18 chez le
rongeur. L’absence de transmission synaptique lors de cette période n’empéche pas que
des neurotransmetteurs classiques, comme le glutamate et le GABA, puissent exercer une
influence lors de ces étapes de maniere paracrine [Owens et Kriegstein, 2002 ; Manent et

Represa, 2007 ; Lujan 2005].

1.1.3 Recapture

Dans le cerveau adulte, les effets postsynaptiques du GABA dépendent de facteurs
présynaptiques (probabilité de relachement, nombre de sites de relachement, récepteurs),
de facteurs au niveau de la fente synaptique (diffusion et transporteurs) et de facteurs
postsynaptiques (sous-types de récepteurs, localisation, nombre, interaction avec

protéines d’ancrage). Le transport haute affinit¢ du GABA par les terminaisons



Annexe 3 — Neurotransmission GABAergique

neuronales inhibitrices ainsi que les cellules gliales, par son action au niveau de la fente
synaptique, régule de maniére importante ’inhibition a la fois phasique et tonique médiée
par le GABA ainsi que le surplus de GABA relaché [revu dans Nguyen et al. 2001 et
Madsen 2008]. La recapture neuronale de GABA, estimée de 3 a 6 fois supérieure a la
recapture gliale, permettrait par le fait méme le remplissage du pool vésiculaire de
GABA. Le GABA recapturé par les terminaisons synaptiques vainc un gradient de
concentration défavorable a 200 contre 1 grace a des transporteurs GABA Na'/Cl” qui
utilisent la force motrice provenant du mouvement du Na~ vers I’intérieur de la cellule.
Le premier transporteur GABA cloné chez le rat, GAT-1 (« GABA transporter 1 »), est
constitu¢ de 599 acides aminés, posséde 12 domaines transmembranaires et un Km de
3 M pour le GABA [Guastella et al. 1990]. Il appartient & une large famille incluant les
transporteurs de la noradrénaline, la dopamine, la sérotonine, la taurine, la créatine, la
proline et la glycine. Son clonage fut suivi de celui du transporteur « betaine/GABA
transporter 1 », cloné de cellules rénales et constitué¢ de 604 acides aminés, avec un Km
de 93 M pour le GABA et un Km de 398 M pour le bétaine, donc une affinité 4 fois
supérieure pour le GABA, mais qui demeure modeste lorsque comparée a celle de GAT-1
[Yamauchi et al. 1992]. Deux autres transporteurs GABA, GAT-2 et GAT-3, constitués
de 602 et 627 acides aminés et possédant des Km de 8 M et 12 M pour le GABA ont
¢galement ¢té identifiés [Borden et al. 1992]. Ils montrent une sensibilité a la B-alanine,
un inhibiteur connu du transport glial de GABA. Quatre transporteurs GABA ont
¢galement été identifiés chez la souris, soit GATI, GAT2, GAT3 et GAT4 (sans trait
d’union), lesquels correspondent a GAT-1, BGT-1, GAT-2 et GAT-3 respectivement [Liu

et al. 1993]. Chez I’humain seul 3 transporteurs ont été identifiés a ce moment-ci, soit
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GAT-1, BGT-1 et GAT-3; leur nomenclature suit celle adoptée pour le rat. Les différents
transporteurs GABA se distinguent par leurs dépendances ioniques, leurs profils
pharmacologiques différents et leur expression dans le SNC. GAT-1 est I’isoforme le plus
fortement exprimé dans le SNC, tel que percu par hybridization in situ,
immunohistochimie, microscopie optique et ¢lectronique [Madsen et al. 2008 ; Conti et
al. 2004]. Il est prédominamment localis¢ sur les neurones. Pour ces raisons, il est
considéré le principal médiateur du transport neuronal de GABA. Les transporteurs GAT-
3 astrocytaires sont également impliquées dans la recapture du GABA synaptique, mais

dans une moindre mesure.

1.1.4 Réutilisation et métabolisme

Suivant sa recapture par les neurones, le GABA peut étre réemmagasiné dans des
vésicules pour un relichement subséquent ou réintégrer le cycle de Krebs sous forme de
succinate suivant l’action de la GABA-T et de la SSADH. Tel que mentionné
précédemment, les réactions catalysées par GABA-T, GAD et SSADH constituent le
shunt GABA (fig. 1). Le flux du cycle de Krebs passant par ce court-circuit varie selon
les cellules et méthodes utilisées et est estimé a 10% [Balaza et al. 1970 ; Machiyama et
al. 1970] L’oxydation compléte du squelette de carbone dérivé du GABA, qui nécessite la
conversion du malate en pyruvate par ’enzyme malique et la conversion du pyruvate en
acétyl-CoA et CO; par la pyruvate déshydrogénase, se produit dans les astrocytes mais
peu dans les neurones. Cela explique que les astrocytes soient considérés comme un chef-
lieu du métabolisme oxydatif complet du GABA. Cet état de fait a des implications

fondamentales dans le maintien de I’activit¢ GABAergique neuronale, puisque la
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dégradation du GABA astrocytaire doit étre balancée avec le transfert de précurseurs

GABA, sous forme de glutamine, des astrocytes aux neurones.

En somme, I’é¢tude des mécanismes de syntheése et de dégradation du GABA nous
rappelle la double fonction de neurotransmetteur et d’intermédiaire du métabolisme
énergétique de cette molécule. Cette réalit¢é a d’importantes implications dans la
compréhension d’éventuels signaux intracellulaires médiés par le GABA et intégrés par

des récepteurs endomembranaires.
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