Résumé en francais

La protéine a sept domaines transmembranaires (7TMBPR50 :

Un nouveau régulateur de la voie de signalisationGFf

-Introduction-

Un élément essentiel de la vie est la communicatitulaire permettant aux organismes de
percevoir, de s'adapter et de répondre a difféseaiteonstances environnementales. La base de
la communication cellulaire est la transductionsilgnal passant par des différentes voies de
signalisation. L’'étape primordial est la perceptims stimuli par la cellule, ce qui est accomplie
par des protéines membranaires spécialisées darécdation des signaux formant ainsi un
médiateur entre I'extra- et intracellulaire.

Parmi ces protéines membranaires on trouve lesptéoes couplés aux protéines G
hétérotrimériques (RCPG) composés de 800 membresdaint pour 3-4% du génome. Les
RCPG peuvent lier une énorme variété de ligandss: gktites molécules comme des ions et
photons aux larges peptides et protéines, expliqaiasi leur implication dans un grand nombre
des processus physiologiqgues comme la perceptosales et le métabolisme et de nombreuses
activités dans le systeme nerveux centrale et ieeaa. Dans ce groupe de protéines a sept
domaines transmembranaires (7TM), il y a encorereml00 membres dont le ligand naturel
n'a pas pu étre identifie, expliquant leur classetmeomme RCPG orphelins ou protéines
orphelines a 7TM. Bien que le but majeur resteéterdiner leur ligand naturel, de plus en plus
d’études montrent que les protéines a 7TM peuveair ales fonctions indépendantes de la
liaison d’un ligand.

Une de ces protéines orphelines & 7TM est GPR5®R5GRappartient a la sous-famille des
RCPG des récepteurs a la mélatonine. A l'inverse algres membres des récepteurs de la
mélatonine. GPR50 a perdu, avec I'évolution, laac#p de lier la mélatonine. Plusieurs
recherches visant a identifier des autres ligamdsedrécepteur ont été vaines. La caractéristique
de GPR50 est sa longue queue C-terminal cytosolquieexiste chez 'homme sous forme de
variantes : il y a une délétion nomm&TGH et deux substitutions d’acides aminées ayast u
fréquence de 40% dans la population. Pour sa famctiifférentes approches comme des études
d’associations génétiques et I'exploration desisaans un GPR50 fonctionnel ont montré une

implication de GPR50 dans le métabolisme, la thgénese et le développement des désordres



mentaux ainsi que la réponse au stress. Un augrdexecherche se basant sur I'identification de
ses fonctions au niveau cellulaire et moléculaiamment celles indépendant de I'existence de
ligand a été montré que GPR50 inhibe les fonctidasrécepteur de la mélatonine M&n
interagissant directement avec lui. Cette étudesaénau concept que GPR50 agirait comme une
protéine qui module I'activité d’autres protéinesr nteraction directe. Ceci a été aussi montré
pour le régulateur de la croissance des neuriteggoMoet le facteur de transcription TIP60.
Notre laboratoire a également cherché a identtdiautres partenaires associés a GPR50 en
appliquant la technique de purification par afénéin tandem (TAP). Ces résultats proposent une
interaction avec le récepteur du facteur de crossaransformant TGF(Transforming Growth
Factor 13 de type | (BRI).

Le TBRI fait partie de le voie de signalisation TGgui est composé de deux types de récepteurs
transmembranaires fRI et le TBRII) possédant une activité kinase serine/thrégrn@eyui lient

la cytokine TGPB. La liaison se fait au fRII, qui recrute ensuite lefRI dans le complexe et
exerce son activité constitutive sur IBRI en le phosphory7lant dans son GS domain etvact

Le TBRI activé recrute et phosphoryle subséquemmenmiediateurs de la signalisation de la
voie TG, les Smads. Les Smads forment apres des complgxiesansloquent dans le noyau
ou ils se lient aux régions spécifiques de 'ADNupaéguler positive- ou négativement la
transcription de certains génes cible. On obsextanmment ici un flux direct du signal de
I'extracellulaire aux récepteurs vers le noyau’BDN via les Smads. Les signaux du ligand
TGH3 peuvent également passer par d’autres protéirekegumads, comme par I'activation des
MAP Kinases ERK, p38 et JNK.

La voie TGIB est au niveau cellulaire responsable de I'inductie la cytostase, de I'apoptose et
de la migration cellulaire. Dans I'organisme oneasdin du fonctionnement de la voie Tggbour

un développement adéquat, dans I'homeéostasie @ieHluet tissulaire et dans des processus
régénératives comme la cicatrisation, soulignamt gile important dans le cancer et des
désordres développementaux.

Pour établir cette variété de réponses, en pluesg@rincipaux composants de la voie PG
nombre important de protéines qui régulent leuivéétont été découvert ces dernieres annees.
Ces molécules sont essentielles pour la générdtiore activité de signalisation régulée et pour
fournir des réponses adaptées au contexte ceffidaienvironnemental. Ayant identifiee GPR50
comme potentiel interacteur er régulateur @R Tet de la voie TG, I'objective de ce projet de
these était de définir le réle de GPR50 dans laadiigation TGB.



-Résultats-

Formation d’un complexe protéique entre GPR50 iRl

Apres avoir obtenu par I@AP assayles résultats préliminaires montrant que GPR5@néor
probablement un complexe avec IBRT obtenu, un premier axe des travaux de thesé deese
focaliser sur la vérification de cette interactid/a mise en évidence de cette interaction par
d'autres technigues a été réalisée dans des &=IMEK293T par les techniques de co-
Immunoprécipitation (Co-IP) éioluminescence Resonance Energy Transfer (BREEEEe sur

le transfert d’énergie. En utilisant ces deux tégies, nous avons pu confirmer la formation
d'un complexe entre le récepteusRl et les deux formes frequentes du GPR50, le GRRBD

le GPR5@4 au niveau de la membrane plasmique. L'interacti@ussi été confirmée dans un
contexte plus endogene dans des cellules dérivéms adncer du sein, les MDA-MB-231,
surexprimant de maniere stable le GPR50.

D’autres Co-IP nous ont permis de mieux caractéfisgeraction entre BRI et GPR50. Nous
avons par exemple montré que le complexe perdists apres une stimulation des cellules avec
le ligand TGB et se forme également entre GPR50 et une formstitdgivement active du
TBRI. L'utilisation du modeéle cellulaire SNU638, d&ént en TPRII, le partenaire
d’hétéromerisation avec lepRI, a montré que linteraction se forme indépendaminde la
présence du fRII. L'utilisation des différentes constructions @R50, la protéine entiére, les
parties transmembranaires a 7TM uniquement ou taepaytosolique seule a réveélé que les

parties transmembranaires de GPR50 sont suffispoted’interaction avec le fRI.

GPR50 induit une activité constitutive de la voi&sFg indépendante de la stimulation avec
TGFg

Apres la caractérisation du complexe entre GPR3@ @BRI, un autre but de ces travaux de
thése a consisté a rechercher l'influence de GP&BOI'activité de la voie de signalisation
induite par TGB. En utilisant différents techniques comme le WestBlot, la Co-IP, le
fractionnement nucléaire et les genes rapporteows avons étudié I'effet d’'une surexpression
de GPR50 dans les cellules HEK 293T et HelLa sutiVation de la voie TG De maniere
systématique, la présence de GPR50 a pour consggllierduction d’'une activité de la voie de
signalisation méme en absence du ligand f.G¥ne activité élevée a aussi été détectée apres

stimulation avec TGF en présence de GPR50. Cette activité constitigvetraduit par la



phosphorylation des protéines Smad2 et Smad3, gegar Western Blot, leur intégration dans
un complexe avec Smad4 révélé par Co-IP entre S@at2Smad4, la translocation de ce
complexe dans le noyau démontré par I'enrichissérdes Smad2 et 3 dans des fractions
nucléaires, et finalement I'activation de la traigon de leurs génes-cibles étudiée avec la
technique du gene rapporteur.

Pour examiner, si GPR50 affecte aussi ou non laaigation non-canonique de la voie TGF
nous avons analysé l'effet de GPR50 sur I'activatie la MAP Kinase p38. La présence de
GPR50 entraine aussi une phosphorylation constiude p38, suggérant ainsi une influence de
GPR50 sur les voies non-canoniques.

De maniere générale, la comparaison des effetsedg dariantes de GPR50 dans toutes les
expériences nous a permis a montrer que le GRR&Oes effets plus importants sur I'induction
de la signalisation TGFpar rapport au GPR50wt avec une activité plusééeale la signalisation
en aval du BRI.

Pour chercher I'importance de différentes partiess®PR50 et leurs effets sur la signalisation de
la voie TGP nous avons également comparé les trois constnsctite GPR50 en ce qui
concerne leur nécessité pour les effets sur laakggtion. Contrairement a la Co-IP, une
utilisation des différentes constructions de GPRBONestern Blot pour la phosphorylation du
Smad3 et le gene rapporteur ont montré le besoite deartie C-terminale de GPR50 pour
I'activation.

Mécanisme de I'activation constitutive induit parRR50

Pour mieux comprendre ce phénomene d’activatiostdative du BRI par GPR50, nous avons
voulu décrypter les mécanismes moléculaires de eettvation.

D’abord, pour exclure la possibilité que GPR50 ihdme production ou la sécrétion du ligand
TGH3, nous avons étudié I'effet du surnageant de @dltHEK293T surexprimant de maniere
transitoire GPR50, sur I'activation de la voie Tg5R’ayant pas observé de phosphorylation des
Smad2 et Smad3, nous a mené a exclure I'hypothaseeffet direct de GPR50 sur le ligand
TGFp.

Pour voir si GPR50 affecte directement 'activatdn TBRI, nous avons utilisé un inhibiteur de
I'activité kinase du BRI. Nos expériences ont eu comme résultat une gdedesffets de GPR50,

indiquant ainsi que les effets de GPR50 passenirpaiduction de I'activité kinase d@HI.



De méme, la présence de GPR50 ne modifie non @lnerhbre de récepteur$Rl a la surface
cellulaire, ni leur capacité de la liaison du TPGFEomme nous avons démontré par des
expériences de radioliaison dans des cellules MOX-281 ou la présence de GPR50 n’affecte
pas la liaison du T@Fradioactif aux cellules.

La possibilité d’'un effet direct de GPR50 sur lesafls par une interaction directe a été

eégalement exclue grace a des expériences de Co-IP.

GPR50 compete avec le régulateur négative FKBP1@rginteraction avec le PRI

La molécule FKBP12 est un régulateur importantadedie de signalisation T@Fen si liant a la
forme inactive du BRI. En stabilisant la conformation inactive dgRI, FKBP12 bloque la
phosphorylation aléatoire d3RI par le BRIl et inhibe ainsi une signalisation basale dedie
TGH3 en absence de son ligand.

Une analyse de l'effet de la présence de GPR50istaraction entre BRI et FKBP12 par Co-
IP a mené a l'observation que GPR50 diminue célievec des effets plus importants pour la
forme GPR504, indiqguant que GPR50 entre en compétition aveBRFK pour l'interaction
avec PBRI. Par contre, ces effets ne sont pas induitsuparinteraction directe entre GPR50 et
FKBP12, comme démontré par Co-IP.

L’'application de la substance immunosuppressivedeKgui bloque linteraction entre FKBP12
et le BRI et induit une activité basal de la signalisafi@®F3 en absence du ligand n’induit pas
d’effets additives a GPR50, montrant que GPR50K&06 ont le méme cible cellulaire. De la
méme facon, une surexpression de FKBP12 est camibleeduire les effets du GPR50,
soulignant leur compétition.

De maniere surprenante, un alignement des sequdadelsBP12 et GPR50 a révélé I'existence
de motifs homologues entre FKBP12 et la partieaoytoplasmique de GPR50, qu’on y retrouve
répétitivement quatre fois. Ce mofitATGHP® de FKBP12 est localisé dans I'extrémité C-
terminale et joue un réle important pour l'interaot avec le BRI comme proposé par des
données existantes de la structure cristallograghigntre BRI et FKBP12 dont nous avons
démontré I'importance par la mutation des acidemées H et P de ce motif. Une mutation
identique du motif se retrouvant en proximité dedk&létion ATTGH dans le GPR5M, le
CATSHP'® a induit une diminution des effets de GPR50 simtdtaction entre TGF et
FKBP12, montrant que ces homologies de la séquemite FKBP12 et GPR50 entrainent une
compétition entre ces deux protéines pour le métaals liaison. Des effets réduits au niveau de



I'activation de la signalisation ont été égalemangerve par des expériences de gene rapporteur.
L’identification de ce motif HP en proximité ded&létion TTGH explique ainsi 'importance de

la queue C-terminal pour I'induction de la signatisn et les différents effets des deux variantes
GPR50 pour I'activation de la voie TGF

GPR50 active le JRI méme en absence dyRII

Des expériences dans le modeéle cellulaire desleglBNU638, déficient enfRIlI ne répondent
pas au TG, ont montré que l'interaction entre GPR50 et fTse passe en absence @RT.
Nous avons ensuite voulu savoir si les effets d®&&Psur la signalisation T@Fsurviennent
également en absence du récepteur TRRII, qui éstelament obligatoire pour I'activation de
TBRI par phosphorylation. De ce fait, une déficiemre FKBP12 évoque une activité de la
signalisation basale que par une occurrence desppboylations activatrices aléatoire dgRT
par le BRIl. Ce modele devrait nous indiquer si les effigsGPR50 passent uniquement par la
compétition avec FKBP12 ou d’autres effets de GPREiposés.

Nos expériences ont montré qu’une surexpressiolGERS50 dans les cellules SNU638 est
capable de reconstituer la phosphorylation de Sneadctivation des genes cibles du TGF
qui dans ce modeéle est normalement observable g ame surexpression ectopique ¢RIT.
Ces résultats indiquent donc que GPR50 seule petiterie BRI dans sa conformation active
sans passer par les phosphorylations activatrioe$p&Il. Nous n’avons pas observé qu’une
stimulation avec le ligand T@Fétait nécessaire pour les actions de GPR50 etaiti des effets
supplémentaires sur cettaintien de la signalisation TGF

Le fait que l'utilisation de l'inhibiteur de lactité kinase du JRI bloque, alors qu’'une
surexpression de FKBP12 diminue les effets de GPR®Dfirme les résultats obtenus

auparavant dans les cellules HEK293T comme danscele.

GPR50 a des effets similaires au T@FElans un modéle de cellules dérivées d’'un cancer du
sein

Enfin, aprés la caractérisation de l'interactiorirerGPR50 et le ARI, I'étude des effets de
GPR50 et la description du mécanisme des effetSRIR50 sur le BRI, nous avons recherché
des effets fonctionnels du complexe.

Pour chercher les conséquences fonctionnelles diatigation constitutive de la voie TGFon

a généré un modele dans la lignée MDA-MB-231, déérid’'un cancer du sein en surexprimant



GPR50 de maniere stable pour induire une actiwtéstitutive de la voie TGFE Nos modeles
d’étude des effets fonctionnels étaient baséeslssireffets du TGFdécrits pour ces cellules :
une inhibition de la prolifération et une activatide la migration cellulaire.

Ainsi, nous avons pu observer dans ces cellulegffiets pro-migratoires en présence de GPR50
dans un test de cicatrisation. En effet, la présatece GPR50 a mené a une cléture de I'espace
intercellulaire similaire a la stimulation des oédis avec le TGk

Pour étudier la prolifération cellulaire, nous asamoisi premierement le modeéle de I'agar mou
qui permet d’'observer la formation et la croissatheg colonies cellulaires sans attachement. Les
cellules MDA-MB-231, qui expriment stablement GPR®S®it montré un nombre réduit des
colonies ainsi qu’une taille plus petite de manisignificative pour la forme GPRB34.
Deuxiemement, nous avons étudié les effatsvivo de GPR50 en utilisant un modeéle de
xénogreffe. Brievement, nous avons injectées lisles sans et avec GPR50 dans les flancs des
souris nues. Le suivi de la formation de tumeune®njection a montré que la présence de
GPR50 bloque la formation des grosses tumeurstureseurs d’'un mois sont restées a une taille
modérée, comme décrit dans la littérature pouefiets du TGB.

Les résultats préliminaires de nos analyses fomaétbes montrent des effets pro-migratoires et
antiprolifératifs de GPR50, similaires a ceux caysd@& une administration de T@GEt suggérant

ainsi un réle de GPR50 dans le développement degfimns cancéreux.



-Conclusion-

En conclusion, ces travaux de these ont permisufifier et caractériser le GPR50 comme un
nouveau régulateur de la voie TBFGPR50 interagit avec lepRI et induit son activiteé
constitutive ce qui a pour conséquence une acipatéhanente de la voie TGdépendante de
la stimulation avec le ligand et la présence @RIT.

Avec ces résultats, nous démontrons pour la preniggs la formation d’'un complexe entre le
TBRI et une protéine avec une structure a 7TM. Oateaction a aussi pour conséquence un
nouveau mode d’activation du réceptesRT en absence dufRIl, qui est normalement
obligatoire pour induire I'activation dufRI.

Ces travaux ont aussi identifie une nouvelle fanctindépendante d'un ligand pour le RCPG
orphelin GPR50, élargissant aussi son spectre dienadres d’interaction et ses fonctions
biologiques. Par rapport aux variantes de GPR5@ue¢es chez 'homme, le GPR50wt et le
GPR5®4, nous avons identifié pour la premiere fois dé#ete différents au niveau de leur
capacité a induire une activité constitutive dedee TGH. Les effets antiprolifératifs du GPR50

sur la voie TGB proposent aussi I'importance de GPR50 dans ladbam des cancers.



-Discussion et perspectives-

La description du complexe entre GPR50 pRTouvre le champ pour de futurs recherches et
applications au niveau moléculaire-cellulaire etgablogique.

Premiérement, il est de grand intérét de détddlenécanisme d’activation dysRI par GPR50,
notamment dans le but de distinguer encore miette ceode activation induit par GPR50 de
I'activation classique par le T@Fet le TBRII.

Pour linstant cette activation était exclusivemeiudiée dans des modeéles cellulaires de
surexpression. Dans le futur, il serait intéressddentifier des contextes endogénes pour étudier
le complexe dans des conditions plus physiologiqGesi permettait de mieux comprendre le
besoin d'une activité constitutive dupRl et proposerait aussi la possibilité d'étudier de
probables mécanismes de régulation de la formatidiactivité du complexe GPR508RI. Pour
cela, le GPR50, avec son profil d’expression lingitda possibilité d'un clivage de son queue
cytosoligue s’offre comme partie déterminante detivité du complexe.

Dailleurs, le BRI est membre d’'une famille composée de sept réaephomologues tous avec
la méme structure et mode d’activation. Il ser@regsant, de voir si notre concept est aussi
valable pour les autres membres de la famille despteurs de type |, élargissant et précisant a la
fois le spectre d’activité de GPR50 sur la supelfardes récepteurs TGBF

Nos travaux sur les effets fonctionnels du complkniee GPR50 et IeBfRI proposent un réle de
GPR50 dans le cancer. Cette hypothése peut étrefapgie d’'un c6té par d’autres expériences
comme par exemple d’étudier les effets sur le afppEment spontané des cancers dans un
modele de souris. D'un autre c6té, une étude deléwvance de GPR50 dans des échantillons
humains sera bénéfique, par exemple par I'étudendesaux d’expression de GPR50 dans
différents cancers ainsi qu'un séquencage pouys@iales influences des variantes humains de
GPR50 sur le développements des cancers et larcbehde I'existence d’une prédisposition.

Pour d’autres conditions biologiques, dont unevaalee de ce complexe est imaginable selon les
données existantes y proposant a la fois I'impaseashe la voie TGF et du GPR50. Il y a par
exemple comme pistes exploitables le contexte décktrisation des plaies, du développement
du cerveau et de sa plasticité dans le cerveadeadulencore le métabolisme et 'homéostasie

énergétique.



Ces futures études permettront de placer nos txadans des contextes physiologiques pour, en
terme de perspectives pharmaceutique, penser é@nkraggion de composeés interférant avec la
formation ou I'activité de ce complexe.

L’ensemble de nos travaux ont révélé un nouveaulaégr de la voie de signalisation T&dui
pourrait faire partir de ce réseau de régulateespansables de I'obtention d’'une spécificité et

d’'une adaptation au contexte cellulaire de la da@esignalisation directe du TGF



