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Liste des abréviations

ax : Récepteur adrénergique de type X

Bx-AR : Récepteur Bx-adrénergique

xOR : x opioid receptor

%8Ga : Gallium 68

5-HT : 5-hydroxytryptamine

5-HTT : 5-hydroxytryptophane

5-HTx : Récepteur sérotoninergique de type X

A-B-C-D

AB : Peptide amyloide béta

Ax : Récepteur adénosine de type X

AC : Adénylyly cyclase

ACh : Acétylcholine

AD : Alzheimer’s disease

ADAM10/30 : A disintegrin and metalloprotease 10/30
ADN : Acide désoxyribonucléique

AGS : Nonreceptor activator of G protein signaling
AICD : Amyloid precursor protein cytoplasmic/C-terminal domain
AKAP : A-kinase-anchoring protein

AM : Adrénomédulline

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

AMY : Récepteur de 'amyline

AP-2 : Adaptor protein 2

AP-MS : Affinity purification — Mass spectrometry
APP : Protéine précurseur de 'amyloide

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ASK1 : Apoptosis signal-regulating kinase 1



ASRT : Actin-sorting nexin-retromer complex

ATxR : Récepteur de I'angiotensine de type X

ATP : Adénosine triphosphate

BACE1 : Beta-site APP cleaving enzyme 1

BCA : Bicinchoninic acid

BG : O%-benzylguanine

BRET : Bioluminescence resonance energy transfer
BSA : Bovine Serum Albumin

c-jun : Jun proto-oncogen (de ju-nana, le mot 17 en japonais)
Ca?* : Calcium

CamKiIl : Calmoduline kinase I

CASK : Calmodulin-dependent serine protein kinase
CCK2 : Cholecystokinine-2

Cdk5 : Cyclin-dependent kinase 5

CDR : Complementary determining region

CGRP : Calcitonin gene related peptide

CIPP : Channel-interacting PDZ protein

CLR : Calcitonin receptor-like receptor

Co-IP : Co-Immunoprécipitation

COFRADIC : Combined fractional diagonal chromotography
COPI : Coat protein complex |

COS-7 : CV-1in origin, carrying SV40 type 7

cPLA2 : Calcium-dependent phospholipase A2

CRE : cAMP response element

CREB : CRE binding protein

CTFa/B : C-terminal fragment o/ 5

CTR : Calcitonin receptor

CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 4
CXCLA12 : C-X-C motif chemokine ligand 12
Dx : Récepteur dopaminergique de type X
Da : Dalton

DAG : Diacyl glycérol

DDM : n-Dodecyl-B-D-Maltopyranoside
DGK : Diacylglycérol kinase



DLGH1 : Disc large homolog 1
DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium

E-F-G-H
E. Coli : Escherichia Coli
EC50 : Half maximal effective concentration
EDTA : Ethylénediaminetétraacétique
EGFR : Epidermal growth factor receptor
EGTA : Ethylene glycol tetraacetic acid
Epac : Exchange protein directly activated by cAMP
ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
Eph : Ephrine
EPSP : Potentiel post-synaptique excitateur
ERK : Extracellular signal regulated kinase
ERM : Ezrin-Radixin-Moesin
Fab : Antigen-binding fragment
FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting
FAK : Focal adhesion kinase
Fc : Fragment constant
FDA : Food and drugs administration
FDR : False discovery rate
FR : Framework region
FRAP : Fluorescence recovery after photobleaching
FRET : Forster resonance energy transfer
FSC : Forward scatter
Fyn : Fyn proto-oncogéne
GABAAs : Acide gamma-aminobutyrique de type A/B
GAIN : GCPR-autoproteolysis inducing domain
GAP : GTPase-activating protein
GEF : Guanine nucleotide exchange factor
GFP : Green fluorescent protein
GIP : GPCR-interacting protein
GIPC : GAlP-interacting protein, C-terminus

GIRK : G-protein activated inwardly rectifying K+ current



GLP-1 : Glucagon-like peptide 1

GnRH : Gonadotropin releasing hormone

GO : Gene ontology

GPS : GPCR-proteolytic sites

GPR : orphan G protein-coupled receptor

Grb2 : Growth factor receptor-binding protein 2
GRKy : G protein-coupled receptor kinase X

GTP : Guanosine triphosphate

HA : Hémagglutinine

HCAD : Heavy chain only antibody

HDACS : Histone déacétylase de type 5

HEK-293 : Human embryonic kidney 293 cells
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HER-2 : Human epidermal growth factor receptor 2
His : Hexahistidine

HPLC : High performance liquid chromatography
HRP : Horserasidh peroxidase

Hsp-70 : Heat shock protein 70

HTRF : Homogeneous Time Resolved Fluorescence

I-J-K-L

IkBa : Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha

iBAQ : Intensity based absolute quantification

IGF-1 : Insulin-like growth factor 1

IgG : Immunoglobuline G

IP : Inositol phosphate

IP3 : Inositol triphosphate

IPTG : Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

IQGAP1 : IQ motif containing GTPase activating protein 1
IR : Insulin receptor

IRS4 : Insulin receptor substrate 4

Jab1 : Jun activation domain-binding protein 1



JNKS : ¢c-Jun N-terminal kinase 3

KO : Knock-out

LFQ : Label-free quantification

LIMK : Lin11-Isl-1-Mec-3 kinase

LRP : Low-density lipoprotein-related protein

M-N-O-P

My : Récepteur muscarinique de type X

MA : Maladie d’Alzheimer

MAGUK : Membrane-associated guanylate kinase

MAP : Mitogen-activated protein

MAP1B-LC1 : Microtubule-associated protein 1B light chain
MEK : Mitogen-activated protein kinase

Mg2+ : Magnésium

MGIuRX : Récepteur métabotropique du glutamate de type X
MLC : Myosin light-chain

MMP : Matrix métalloprotéinase

MPPx : Membrane palmitoylated protein x

MRAP : Melanocortin receptor-accessory protein

MS : Mass spectrometry

MT1.2 : Récepteurs de la mélatonine 1/2

mTOR : Mammalian target of rapamycin

MUPP1 : Multi-PDZ domain protein 1

NaCl : Chlorure de sodium

Nav1.8 : Canal sodium de type 10 avec sous-unité alpha
Nb : Nanobody

NCB-20 : Neuroblastoma Cellosaurus cell line

Nf1 : Neurofibrine

NFkB : Nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells
NHERF : Na*/H* exchanger regulatory fator

Ni-NTA : Nickel-nitrilotriacetic acid

nm : nanomeétre

NMDA : N-méthyl-D-aspartate



nNNOS : Neuronal nitric oxide synthase

Nova-1 : Neuro-ongological ventral antigen 1

P11 : S100A10 ou S700 calcium-binding protein A10
P53 : Tumor protein 53

PACARP : Pituary adenylate cyclase activating polypeptide
PBP : Periplasmic binding protein

PBS : Phosphate buffered saline

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen

PCR : Polymerase chain reaction

PDE : Phosphodiestérase

PDZ : PSD95-DIg1-zo1

PE-ELISA : Periplasmic extract — Enzyme linked immunosorbent Assay
PEA15 : Astrocytic phosphoprotein PEA-15

PEG : Polyéthyléne Glycol

PEI : Polyethylénimine

PFA : Paraformaldéhyde

PI3K : Phophoinositide 3-kinase

PICK1 : Protein interacting with C kinase 1

PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PKRy: Prokineticin Receptor X

PLCpB :Isoforme B de la phospholipase C

PPR : Pattern recognition receptor

PrP : Protéine du prion

PSD-95 : Post-synaptic density 95

PTH1R : Parathyroid hormone receptor 1

PTX: Toxine pertussique

Q-R-S-T

RAIG : Retinoic acid-inducible orphan GPCR

Rac : Ras-related C3 botulinum toxin



RAMP : Receptor activity-modyfying proteins

Rap1 : Ras-related protein 1

RASSL : Receptor activated solely by a synthetic ligand
RCPG : Récepteur couplé aux protéines G

RGS : Regulator of G protein signaling

RE : Réticulum endoplasmique

RhoA : Ras homolog family member A

RhoGEF : Ras homolog guanine nucleotide exchange factor
Rluc : Renilia Luciferase

ROCK : RhoA kinase

Rsk1 : Ribosomal protein S6 kinase alpha-1

RTK : Récepteur tyrosine kinase

sAPPa/B : Soluble amyloid precursor protein a/3

sdAb : Single domain antibody

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Sec23 : Saccharomyces Cerevisiae transport protein 23
Sef1 : Suppressor of essential function protein 1
SERT : Transporteur de la sérotonine

siRNA : Small interfering ribonucleic acid

SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachement protein receptor

SNX : Sortin nexin

Src : Proto-oncogéne tyrosine-protéine kinase Src, de « Sarcome »

SRF : Serum response transcription factor
SSC : Side scatter

SSRI : Inhibiteur de recapture de la sérotonine
STEF : SIF and Tiam1-like exchange factor
TAS1R : Taste receptor type 1

Tau : Tubulin-associated unit

Tb : Terbium

TEABC : Triéthylammoniumbicarbonate
TLR : Toll-like receptor

TGF : Transforming growth factor

TM : Domaine transmembranaire

TMB : 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidine



TR-FRET : Time-resolved FRET
Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane

TSHR : Thyroid-stimulating hormone receptor

U-V-W-X-Y-Z

USP : Ubiquitin Specific Peptidase

V2R : Vasopressin 2 receptor

Veli : Vertebrate lin-7

VEGFR2 : Vascular endothelial growth factor receptor 2
VL : Chaine légére du domaine variable

Vh : Chaine lourde du domaine variable

VuH : Heavy chain only variable domain

VLGR1 : Very large G protein coupled receptor 1
VLP : Virus-like particle

Vps : Vacuolar protein sorting

VRS : Virus respiratoire syncytial

WASH : WAS protein family homolog

YFP : Yellow fluorescent protein

Z0O-1 : Zonula occludens-1
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Chapitre 1

Les récepteurs couplés aux

protéines G (RCPG)
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- Généralités et structure des RCPG

L’évolution des organismes pluricellulaires a été rendue possible grace a la
capacité des cellules a communiquer entre elles et avec leur environnement.
Cette communication s’est mise en place via I'apparition de récepteurs
membranaires. Les Reécepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG)
constituent la plus grande famille de récepteurs et représentent de 1 a 5%
du génome des mammiféres et plus de 2% du génome humain (Fredriksson
et al.,, 2003). Environ 900 génes codent pour ces récepteurs trés
hétérogénes, capables de reconnaitre de nombreux stimuli provenant de
particules (ions, photons) et de molécules (acides aminés, lipides, molécules
odorantes ou gustatives, hormones et neurotransmetteurs). De par leur trés
large diversité et leur implication dans de nombreuses fonctions
physiologiques essentielles, les RCPG sont la cible de 40 a 50% des
molécules thérapeutiques disponibles sur le marché (Drews, 2000; Heng et
al., 2013).
La principale caractéristique structurale des RCPG est la présence de sept
segments transmembranaires qui leur vaut aussi le nom de « Récepteurs a
7 Domaines Transmembranaires ». Néanmoins, cette appellation est moins
utilisée depuis la découverte de récepteurs a 7 domaines transmembranaires
n’étant pas couplés aux protéines G (Rajagopal et al., 2005). Les sept
segments transmembranaires, trés conserves, sont chacun composés d’'une
hélice alpha et nommés TM1 a TM7 (Figure 1A). Par ailleurs, la structure
générale d'un RCPG comprend également (Figure 1A) :
- Une extréemitée N-terminale toujours extracellulaire de taille variable
impliquée notamment dans le repliement et 'adressage des récepteurs.
- Trois boucles extracellulaires nommeées e1, e2 et €3 qui comportent des
sites de N-glycosylation
- Trois boucles intracellulaires nommeées i1, i2 et i3 qui sont impliquées
dans le couplage avec les protéines G.
- Une extrémité C-terminale intracellulaire qui joue également un role dans

le couplage aux protéines G et permet aussi le recrutement d’autres
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protéines nécessaires a la signalisation des RCPG telles que les
B-arrestines.
De nombreuses perspectives et pistes thérapeutiques impliquant des RCPG ont
été réecemment ouvertes grace a une meilleure compréhension des mécanismes
de signalisation mis en jeu mais aussi par les remarquables avancées en biologie
structurale, qui ont permis la résolution de plusieurs structures de RCPG (Figure
1B).

Milieu extracellulaire

Extrémité N-terminale

Extrémité C-terminale

Milieu intracellulaire

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Figure 1 : Les Récepteurs Couplés aux protéines G

A- Représentation schématique d'un RCPG comprenant les 3 boucles extracellulaires e1, e2, e3 et
les 3 boucles intracellulaires i1, i2, i3.

B-  Structure tridimensionnelle de la rhodopsine cristallisée. A gauche en vue transversale et a droite
vue du dessus avec les mouvements générés lors de la fixation du ligand. D’aprés Meng &

Bourne, 2001, Trends in Pharmacological Sciences.
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[I- Classification

Chez les vertébrés, les RCPG sont répartis dans 5 familles sur la base de leurs
séquences et de leurs similarités structurales (Fredriksson et al., 2003): Rhodopsine
(classe A), Sécrétine (classe B), Glutamate (classe C), la classe des récepteurs

d'adhésion et la classe des récepteurs de type Frizzled.

SECRETIN

(15)

GLP2R GIFF

ADHESION il
{24} LEEA VIPRS

FRIZZLEDITAS2
(24)

TAGH:

PP

RHODOPSIN
(701)

Figure 2 : Dendrogramme de la superfamille des RCPG

L’arbre est basé sur la similarité de séquence des sept domaines transmembranaires. Les principales

structures résolues y sont représentées. D’apres Katritch, Cherezov, & Stevens, 2013, Annual Review

of Pharmacology and Toxicology.
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A-LA CLASSE A (RHODOPSINE)

La famille de la Rhodopsine est la plus grande des 5 familles de RCPG avec environ
700 membres. Une grande diversité existe au sein de ce groupe au niveau de la
signalisation des récepteurs, des mécanismes moléculaires mais aussi de la variété
des ligands qui se lient aux RCPG de classe A : peptides, amines, protéines, sucres,
lipides, nucléotides et photons (Fredriksson et al., 2003).

Par ailleurs, cette famille est bien connue puisqu’elle contient 2 récepteurs ayant fait
'objet de recherches intensives : le récepteur de la rhodopsine et le récepteur
B2-adrénergique. De nombreuses avancées dans la compréhension des mécanismes
structuraux des RCPG ont d’ailleurs été rendues possibles grace a la haute résolution
de la structure du récepteur B2-adrénergique (Soren G.F. Rasmussen et al., 2011)
ainsi que du récepteur de la rhodopsine auparavant (Palczewski et al., 2000).

Une des caractéristiques majeures de cette famille de RCPG est la présence de
résidus et motifs conservés qui sont impliqués dans la signalisation de ces récepteurs
(Figure 2). Parmi ces résidus on peut citer le pont disulfure situé entre les boucles
extracellulaires e1 et e2 qui est extrémement conservé au sein des RCPG en général
et contribue a stabiliser les boucles extracellulaires. D’autre part, on dénombre deux

motifs conservés chez les RCPG de classe A :

- Le motif E/DRY, a la jonction du TM 3 et de la boucle i2, permet de maintenir
l'activité des RCPG dans un état basal en absence d’agoniste (Rovati et al.,
2007) mais est également essentiel au couplage a la protéine G (Hajjhussein
et al., 2013).

- Le motif NPxxY, positionné a la fin du TM 7, est important dans la stabilisation
de la conformation active du récepteur (Huynh et al., 2009), dans le couplage
aux protéines G (Galés et al., 2000) ainsi que dans la désensibilisation et
'endocytose (Fan et al., 2001).

Il est important de noter que cette famille comporte également plus de 150 récepteurs

orphelins, nom donné aux récepteurs dont on ne connait pas le ligand naturel.
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Figure 3 : Représentation schématique d’'un RCPG de classe A
Représentation de la structure secondaire du récepteur de I'adénosine A,,R. Les acides aminés sont
schématisés par des boules. Les motifs DRY et NPxxY sont indiqués par des cercles colorés. D’apres

Prosser, Ye, Pandey, & Orazietti, 2017, Bioessays.

B- LA CLASSE B (SECRETINE)

La famille du récepteur de la Sécrétine comporte une quinzaine de membres dont la
principale caractéristique est la présence d’'un long domaine extracellulaire (entre
100 et 500 acides aminés) sur lequel se trouvent de nombreuses cystéines
engagées dans des ponts disulfures (Figure 3). Ces récepteurs ont pour ligands
principalement des hormones peptidigues de haut poids moléculaire. Parmi ces
récepteurs, on peut citer le récepteur du PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide) ou le récepteur du GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1).
Pendant longtemps, un manque de données sur la structure et la localisation des
sites de liaison a entrainé de nombreux échecs dans le développement de molécules
ciblant les récepteurs de classe B (Archbold et al., 2011). Cependant, ces dernieres

années, plusieurs structures de récepteurs de classe B ont été résolues.
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C- LA CLASSE C (GLUTAMATE)

Cette famille comprend les récepteurs du Glutamate, de Il'acide gamma-
aminobutyrique (GABAg), du calcium (Calcium-Sensing Receptor), trois récepteurs
du golt (TAS1Rs), les récepteurs RAIG (Retinoic Acid-Inducible orphan GPCRS)
ainsi que quelques récepteurs orphelins. La particularité de cette famille de
récepteurs repose sur la présence d'un trés large domaine extracellulaire (400 a 600
acides aminés) composeé de 2 lobes articulés qui peuvent s’ouvrir et se fermer et
nommé « Venus Flytrap » en référence a la plante carnivore Dionaea muscipula dont
la morphologie est similaire (Figure 3). Ce domaine particulier contient une poche qui
constitue le site de liaison principal pour le ligand, et sa structure provient, d'un point
de vue évolutif, d’'une famille de protéines présentes chez les bactéries Gram-
négatives (Periplasmic Binding Proteins ou PBPs) (Felder et al., 1999). Une des
propriétés majeures des récepteurs de classe C est leur capacité a dimériser voire
oligomériser en homoméres ou hétéroméres, ce qui est nécessaire pour leur
fonctionnement (Kniazeff et al., 2011). La cristallisation récente et la détermination
de la structure a haute résolution du récepteur mGIluR4 (Wu et al., 2014) a permis de

mieux comprendre les mécanismes structuraux de cette famille de récepteurs.

CLASSEA

CLASSE C
NH,

¥ b
1 Il [} v V| M| M
CLASSE B
5] ‘%
COOH

COOH

Figure 4 : Propriétés structurales des RCPG de classe A,Bet C

Représentation schématique des principales caractéristiques structurales des récepteurs de classe A,
B et C. Le pont disulfure entre les cystéines de la boucle e1 et e2 trés conservé y est schématisé.
Pour les récepteurs de classe A, on remarque la présence des motifs DRY et NPxxY. Pour les
récepteurs de classe B, est schématisé le large domaine extracellulaire contenant de nombreux ponts
disulfures. Pour les récepteurs de classe C, on constate la présence d'un large domaine
extracellulaire ainsi que des résidus conservés sur la boucle i3. D’apres Massotte & Kieffer, 2005, The
G Protein-Coupled Receptors Handbook.
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D-LA CLASSE DES RECEPTEURS D’ADHESION

Originellement classés dans la famille des récepteurs Secretine-like (Baud et al.,
1995), les RCPG d'adhésion forment désormais une famille a part entiere, composée
de 33 récepteurs chez ’lhomme (Hamann et al., 2015). En effet, de nombreux travaux
ont montré leur divergence avec les récepteurs de classe B, notamment leur
mecanisme d’autocatalyse unique ainsi que leur réle dans I'adhésion cellule-cellule et
cellule-matrice. La majorit¢ de ces GPCR sont des récepteurs orphelins.
Structurellement, ils sont caractérisés par la présence d’'une région extracellulaire
étendue mais de taille trés variable. Par exemple, le récepteur VLGR1 (Very Large G
Protein-Coupled Receptor 1) posséde un domaine extracellulaire de presque 6000
acides aminés. Cette région N-terminale contient une variété de domaines impliqués
dans I'adhésion cellulaire mais aussi des domaines dits GAIN (GPCR-Autoproteolysis
INducing domain) contenant des sites d’auto-clivage protéolitiques (GPCR-proteolytic
sites ou GPS) cruciaux pour leur fonction (Trudel et al., 2016). L’importance
physiologique précise de ces motifs GPS reste encore a élucider mais des mutations
dans ces domaines peuvent provoquer un mauvais repliement du récepteur et des

pathologies.

E- LA CLASSE DES RECEPTEURS DE TYPE FRIZZLED

Cette classe de récepteurs comporte une dizaine de membres (FZD1.10) qui ont tous
pour ligand des lipoglycoprotéines sécretées nommees Wnt. La signalisation Wnt est
essentielle pour de nombreux processus développementaux. Cette famille de GPCR
est assez atypique car leur voie de signalisation canonique est la voie -caténine.
L’appartenance des récepteurs de la classe Frizzled aux RCPG a longtemps été
débattue. En effet, bien qu’ils possédent toutes les caractéristiques structurales des
RCPG, ce n’est que récemment que des études ont démontré pour la premiére fois
une interaction directe entre ces récepteurs et les protéines G (Kilander et al., 2011;
Koval & Katanaev, 2011; Nichols et al., 2013). Par ailleurs, I'étude de la pharmacologie
des récepteurs Frizzled a été freinée a cause de l'insolubilité des protéines Wnt. De
nombreux progres ont été faits en ce sens grace au développement de Wnt purifiées

et biologiquement actives (Willert et al., 2003).
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lll- Les voies de signalisation des RCPG

A-LES VOIES DE SIGNALISATION G-DEPENDANTES

Les RCPG sont couplés a des protéines G hétérotrimériques dont les 3 sous-unités
sont: Ga, GB et Gy. La sous-unité Ga comporte un domaine GTPase permettant
d’hydrolyser le GTP en GDP mais qui permet également d’interagir avec le dimére
GPy. Lorsque le récepteur est activeé, le ligand stabilise le RCPG dans une
conformation qui lui permet d’interagir avec la protéine G. Cette interaction entraine
I'échange du GDP par le GTP et provoque la dissociation de la sous-unité Ga du
complexe GRy. La dissociation du complexe Gafy active d’autres voies de
signalisation en aval. Par la suite, 'hydrolyse du GTP permet la réassociation de la

sous-unité Ga avec les sous-unités GBy, permettant la reformation du complexe Gapy.

Les sous-unités Ga sont regroupées au sein de quatre familles : Gas, Gain, Gaq et

Ga1z/13:

La famille Gas stimule l'adénylyl cyclase (AC), qui est une enzyme permettant
d’hydrolyser 'ATP en AMP cyclique, second messager (Figure 5). L’activation de la
voie Gas entraine donc une augmentation du niveau dAMPc ce qui déclenche
I'activation de différents effecteurs comme la protéine kinase A (PKA) ou EPAC
(Exchange Protein directly Activated by cAMP) a plus haute concentration. Ces
effecteurs sont capables de phosphoryler des résidus sérine et thréonine sur leurs
substrats cibles, ce qui induit un changement d’activité de ces substrats. lls peuvent
aussi reguler des évenements dynamiques comme des interactions ou des
localisations. Par exemple, la PKA activée va phosphoryler d’autres substrats en aval
comme CREB (CRE Binding protein) qui est transloqué dans le noyau et se fixe sur
un CRE (cAMP Response Element) permettant la régulation de l'expression des
génes. L’activation de la protéine EPAC active quant a elle, la famille Ras des petites
GTPases : Rap. Rap1 régule ainsi plusieurs fonctions cellulaires telles que I'adhésion
cellulaire (Bos et al., 2003), la sécrétion de protéines telle que I'insuline (Kashima et
al., 2001) ou le sAPPa (forme non-amyloidogéne soluble de la protéine précurseur de
'amyloide) (Maillet et al., 2003) mais aussi la différentiation (Shi et al., 2006).
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L’activation d'EPAC peut également conduire sous certaines conditions a I'activation
des ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase) via la cascade de signalisation
Rap/Rac/MEK (Z. Wang et al., 2006). Les RCPG couplés a Gas stimulent la production
d’AMPc via I'adénylyl cyclase. Celle-ci active entres autres la PKA qui va phosphoryler
CREB. Une fois activée, CREB est transloquée dans le noyau et va réguler la

transcription de génes.
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Figure 5 : Schéma d’une voie de signalisation G dépendante : la voie Gas

Les RCPG couplés a G a s stimulent la production d’AMPc via 'adénylate cyclase. Celle-ci active
entres autres la PKA qui va phosphoryler CREB. Une fois activée, CREB est transloquée dans le
noyau et va réguler la transcription de génes.
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La famille Gaio a I'inverse inhibe 'AC ce qui résulte en une diminution de la
production d’AMPc. La signalisation de cette famille de protéines G s’effectue
via la libération du complexe GBy qui régule I'ouverture de certains canaux
comme les canaux GIRK (G protein-gated Inwardly rectifying potassium
channel) (Kano et al., 2019). Il est a noter qu’'une stimulation prolongée d’un
RCPG couplé a la voie Gaio provoque une sensibilisation de I'AC: une
activation ultérieure de I'AC conduira a une réponse AMPc beaucoup plus
importante que la normale (Watts & Neve, 2005). Ce phénoméne, décrit pour
la premiére fois il y a plus de 40 ans pour le récepteur d-opioide (Sharma et
al., 1975), est un événement de signalisation commun a presque tous les
récepteurs Gai, (Watts & Neve, 2005).

Les protéines de la famille Gq, qui contient Gag, Ga11, Gai4 et Gass, activent
l'isoforme B de la phospholipase C (PLCB) (Figure 6). Une fois activée, cette
enzyme hydrolyse le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) en DAG
(Diacyl Glycerol) et en IP3 (Inositol Triphosphate). Le DAG et I'IlP3 sont des
seconds messagers : le DAG va activer la PKC (Protéine Kinase C) en restant
a la membrane plasmique tandis que I'IP3 diffuse et, en se fixant sur les
récepteurs a I'lPs, entraine le relargage du calcium stocké dans le réticulum
endoplasmique vers le cytoplasme. Cette augmentation importante de la
concentration en calcium intracellulaire va déclencher un certain nombre de
processus sensibles au calcium via des protéines qui se lient au calcium
comme la CamKIl (Calmoduline Kinase Il). Récemment, de nombreuses
équipes de recherche ont mis en lumiére l'interaction des protéines G4 avec
une multitude de protéines, régulant ainsi d’autres voies de signalisation. On
peut citer par exemple I'association de Gaq avec la PI3K ce qui I'implique dans
la modulation de la voie de signalisation Akt (Golebiewska & Scarlata, 2008).
D’autres études montrent une interaction entre Gag11 et p63RhoGEF, ce qui lie
les RCPG couplés aux protéines Gq a I'activation de RhoA (Lutz et al., 2005,
2007).

La famille G213, qui comporte G12 et G13, active des RhoGEFs (RhoGTPase
Guanine Exchange Factors) (Figure 6). A ce jour, quatre RhoGEFs régulées

par les protéines G113 chez les mammiféres sont connues : p115-RhoGEF,
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PSD-95/Disc-large/Z0O-1 homology-RhoGEF, leukemia-associated RhoGEF et
lymphoid blast crisis-RhoGEF. Tous les RCPG couplés aux protéines G113
identifiés a ce jour, transduisent également un signal via d’autres protéines G.
Aucun RCPG couplé exclusivement aux protéines G12/13 n’est connu a ce jour
(Siehler, 2009). L’activation des protéines G12/13 provoque la translocation de
RhoGEF du cytosol vers la membrane plasmique, ce qui stimule la
phosphorylation du GDP en GTP de la protéine RhoA. Une fois activée, RhoA
régule plusieurs effecteurs, notamment de nombreuses protéines du
cytosquelette dont la plus connue est ROCK (RhoA kinase). ROCK peut
phosphoryler FAK (Focal Adhesion Kinase) ce qui induit la formation de fibres
de stress d’actine et active le facteur de transcription SRF (Serum Response
transcription Factor) (Riento & Ridley, 2003). ROCK phosphoryle également
d’autres substrats comme la MLC phosphatase, Ezrin/Radixin/Moesin (ERM),
la LIM kinase (LIMK) ou encore Tau (microtubule Associated Unit) (Sah et al.,
2000). Plus généralement, la famille Gi213 régule des processus de
remodelage du cytosquelette, ce qui limplique dans de nombreuses

pathologies telles que le cancer.

Une controverse existe au sein de la communauté scientifique concernant un éventuel
pré-couplage des protéines G au récepteur. En effet, le paradigme principal considéere
que les protéines G se couplent au récepteur seulement au moment de son activation
(collision coupling), alors que plusieurs études hypothétisent un pré-couplage de ces
protéines G au récepteur en absence d’agoniste (precoupling). Des techniques de
microscopie de type FRET (Férster Resonance Energy Transfer) ou de FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont mis en évidence de tels
précouplages pour plusieurs RCPG comme les récepteurs muscariniques Ms et My, le

récepteur adrénergique « 2, le récepteur A; ou encore le récepteur dopaminergique

D2 (Nobles et al., 2005; Qin et al., 2011).

Par ailleurs, la communauté scientifique a longtemps pensé que les sous-unités GBy
n’étaient que des régulateurs négatifs de la signalisation Ga-dépendante. De
nombreuses études ont montré qu’elles étaient capables d’activer et/ou de réguler de
nombreuses voies de signalisation via des interactions avec des protéines variées :

des PI3-kinases (Kerchner et al., 2004) , des protéines a domaine PDZ (Zairong Li et
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al., 2006) ou encore des protéines du complexe SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-
sensitive-factor Attachment protein Receptor) (E. J. Yoon et al., 2007). Plus surprenant
encore, le dimére GRy peut interagir avec des protéines localisées dans des
compartiments cellulaires éloignés de la membrane plasmique ou se trouve le
récepteur. Par exemple, le complexe GRy est capable de moduler la transcription de
'ADN au niveau du noyau en s’associant avec I'enzyme Histone déacetylase 5
(HDACYS) (Spiegelberg & Hamm, 2005). Ces études viennent souligner le fait que la
signalisation des RCPG peut s’effectuer dans plusieurs compartiments intracellulaires,
mais nous reviendrons sur cet aspect dans la partie IV.

Par ailleurs, un groupe de protéines nommées AGS (non-receptor Activator of G
protein Signaling) peuvent activer les protéines G de maniére indépendante des RCPG
(Blumer et al., 2005).

Synthése

Evénements l . Remodelage Synthése
protéique de l'actine

nucléaires Evénements Evénements  Protéique

Remodelage Survie nucléaires Evénements nucléaires nucléaires Evénements nucléaires
de l'actine

Remodelage
de l'actine

Figure 6 : Voies de signalisation dépendantes des différentes protéines G

La stimulation des RCPG résulte en l'activation de multiples voies de signalisation, incluant celles
dépendantes des seconds messagers, des facteurs d’échange de nucléotides guanyliques (GEF) pour
Ras et les Rho GTPases, des MAP kinases, de la PI3K et de leurs nombreuses cibles cellulaires en
aval. Ces voies de signalisation sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la
synthése de protéines, la survie cellulaire, la différentiation ou la migration. D’apres O’Hayre, Degese,
& Gutkind, 2014, Current Opinion in Cell Biology.
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B-LES VOIES DE SIGNALISATION G-INDEPENDANTES

1) La voie des B-arrestines

La complexité de la coordination de la signalisation cellulaire a nécessité
l'implémentation évolutive de protéines d’échafaudage dont le réle est de réguler
I'activité de plusieurs processus cellulaires médiés par des récepteurs, des enzymes
ou des canaux. Ces protéines d’échafaudage n'ont pas d’activité catalytique
intrinséque mais sont capables d’accomplir trois fonctions basiques : augmenter
I'efficacité du transfert de I'information entre des enzymes d’'une méme cascade de
signalisation, améliorer la fidélité d’une voie de signalisation en amortissant le « cross-
talk » avec une voie paralléle, et adresser des effecteurs dans des localisations
subcellulaires spécifiques.

Les B-arrestines ont été découvertes a la fin des années 80 a partir d’'une expérience
montrant qu’un excés de GRK2 (G protein-coupled Receptor Kinase ou -adrenergic
receptor kinase) provoquait une perte de la désensibilisation du récepteur
B2-adrenergique. Cette perte de désensibilisation était empéchée par addition d’'une
forte concentration d’arrestine visuelle (Benovic et al., 1987).

La famille des arrestines est composée de deux arrestines rétiniennes, I'arrestine 1 et
'arrestine 4, et de deux arrestines non visuelles, la B-arrestine 1 (arrestine 2) et la
B-arrestine 2 (arrestine 3). En fonction du type cellulaire et de I'état métabolique de la
cellule, les arrestines peuvent avoir des localisations variées : dans le cytosol, liées au
cytosquelette, concentrées dans le centrosome, attachées aux endosomes ou encore
dans le noyau.

La particularité des B-arrestines, par rapport aux autres protéines d’échafaudage, est
leur capacité a interagir avec des RCPG activés. Lorsque le ligand se fixe sur le
récepteur, un changement conformationnel permet aux GRK de phosphoryler des sites
sérines ou thréonines localisés sur le domaine C-terminal ou la boucle i3 du récepteur.
Ces phosphorylations vont créer un site de haute affinité pour la liaison des
B-arrestines, permettant ainsi leur recrutement. Originellement décrite comme la
premiére étape nécessaire a la désensibilisation des RCPG, de nombreuses études
ont montré que la phosphorylation des RCPG par les GRK est un mécanisme crucial
pour la régulation de la signalisation. En effet, le profil de phosphorylation des RCPG

permet de recruter différentes conformations de B-arrestines, permettant de
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promouvoir leurs fonctions variées : on parle de « code-barres de phosphorylation »
(Lee et al., 2016; Reiter et al., 2012). Les B-arrestines sont constitutivement
phosphorylées et sont déphosphorylées lors de leur liaison au récepteur.
L’ubiquitination est également une autre modification post-traductionnelle permettant

de réguler les B-arrestines (Shenoy & Lefkowitz, 2003).

Une fois recrutées, les B-arrestines peuvent échafauder plusieurs complexes de
signalisation qui exerceront des fonctions cellulaires diverses. La plus connue est la
désensibilisation des RCPG, qui est un processus au cours duquel une stimulation
répétée du récepteur entraine une diminution de la réponse cellulaire. En effet, la
B-arrestine est un régulateur négatif de la signalisation des RCPG : sa liaison empéche
physiquement le couplage de la protéine G au récepteur, bien qu’une étude récente
montre le contraire (Thomsen et al., 2016). Elle assure le recrutement de protéines
PDE (Phosphodiestérases) et DGK (Diacylglycérol Kinases) qui vont dégrader les
seconds messagers activés par les RCPG. Par la suite, les B-arrestines vont
promouvoir l'internalisation des récepteurs en recrutant la protéine adaptatrice AP-2
et la clathrine via un mécanisme qui sera détaillé dans la partie 4-A- (D. S. Kang et al.,
2013) (Figure 7).

Les B-arrestines peuvent également activer la voie de signalisation JNK3 (c-Jun N-
terminal Kinase 3). JNK3 est une MAP kinase identifiée originellement comme étant
un partenaire de la B-arrestine 2. Celle-ci échafaude un module de signalisation pour
JNKS3 qui répond a l'activation d’'un RCPG, comme le récepteur AT1aAR (McDonald et
al., 2000).

Une autre MAP kinase activée par les B-arrestines est p38. Bien que les chercheurs
n‘aient pas montré directement que les B-arrestines pouvaient se lier a p38 ou a
d’autres kinases en amont, au moins trois études ont montré limplication des
B-arrestines dans I'activation de p38 (Bruchas et al., 2006; W. E. Miller et al., 2003;
Sun et al., 2002). Par ailleurs, les B-arrestines sont impliquées dans la signalisation
d’autres kinases comme la PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase), Akt ou encore RhoA
(Barnes et al., 2005; Povsic et al., 2003).

Un rble nucléaire des B-arrestines a été également mis en évidence par plusieurs
études. En effet, les B-arrestines sont partenaires de IkBa, une protéine qui se lie au
facteur de transcription nucléaire NFkB et inhibe sa translocation dans le noyau (Gao

et al., 2004; Witherow et al., 2004). Un autre exemple est la capacité de la B-arrestine
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1, qui posséde une localisation nucléaire, a se lier directement aux régions promotrices
de plusieurs génes comme c-fos ou p27 et a recruter son partenaire CREB pour
augmenter la transcription de ces génes via p300, une histone acétyltransférase (J.
Kang et al., 2005).

Par ailleurs, quelques études mettent le doigt sur une possible multimérisation des
B-arrestines, bien que leur réle ne soit pas éclairci. Par exemple, Milano et ses
collaborateurs ont montré que la B-arrestine 1 et la B-arrestine 2 pouvaient former des
hétérodimeéres (Milano et al., 2006). D’autre part, I'équipe de S. Marullo a montré que
des B-arrestines exogénes pouvaient homo- ou hétéro-dimériser constitutivement

dans des cellules de mammiféres (Storez et al., 2005).

Domaine N-terminal Domaine C-terminal
R1 P R2 D
1 24 91 121 163 182 330 410 418
—— o -
Src SH3 AP2 S412
Clathrine

Figure 7: Représentation schématique des domaines fonctionnels des

B-arrestines

Un ceceur polaire constitué d’acides aminés polaires ou chargés positivement sépare le domaine N-
terminal du domaine C-terminal. Ce domaine central constitue un véritable détecteur de phosphate (P).
L’interaction de la région N-terminale et du cceur polaire avec le RCPG activé et phosphorylé induit un
changement de conformation de la j -arrestine vers un état actif. Les sites R1 et R2 sont des sites
régulateurs. Le site R1 contient deux motifs SH3 impliqués dans linteraction avec Src. Le site R2
contient le motif de liaison a la clathrine (LIEF) ainsi que le motif d’interaction avec le complexe AP2. La
3 -arrestine 1 présente une séquence additionnelle qui contient son principal site de phosphorylation,
la sérine S412, et est donc plus longue que la (3 -arrestine 2. Inspiré de Luttrell & Lefkowitz, 2002

,Journal of Cell Science.
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2) La voie ERK1/2

La voie ERK1/2 est une autre voie de signalisation des RCPG qui a été extensivement
étudiée. Les ERK sont des MAPK (ou sérine/thréonine kinases) impliquées dans des
fonctions physiologiques variées telles que la régulation de la transcription ou
I'apoptose. En ce sens, elles peuvent phosphoryler plus de 200 substrats cellulaires
(S. Yoon & Seger, 2006). ERK est le dernier effecteur activé de la cascade des MAPK,
qui s’effectue en trois étapes : dans la premiére, I'activation de Ras va lui permettre de
phosphoryler Raf. Raf va ensuite activer MEK par phosphorylation dans la deuxiéme
étape. Enfin, I'activation de MEK conduit a I'activation de ERK, qui peut moduler son
interaction avec de nombreux effecteurs cytosoliques tels que cPLA2, Rsk1, PEA15,
Sef1 etc. (Figure 8).

Les premiers travaux montrant que ERK1/2 pouvait étre activée par des RCPG
remontent au début des années 90. En effet, plusieurs observations montraient que
les récepteurs couplés a Ga; pouvaient activer ERK. Par exemple, une étude montrait

que la cascade de signalisation Ras/Raf — MEK — ERK était activée par le récepteur

muscarinique M2 dans des fibroblastes de rat, un effet qui était aboli aprés traitement
a la PTX (Toxine pertussique), qui est un inhibiteur connu de Gai (Winitz et al., 1993).
Par la suite, 'implication d’autres protéines G a été démontrée par une étude pionniére
dans des cellules COS-7 surexprimant plusieurs RCPG (Faure et al., 1994).

La voie de signalisation canonique menant a la phosphorylation des MAP kinases
ERK1/2 passe par I'activation de récepteurs tyrosine kinase, qui contrairement aux
RCPG possédent une activité catalytique intrinséque leur permettant de transduire le
signal via une autophosphorylation de leurs sites tyrosines. Ainsi, les mécanismes
d’activation de ERK1/2 par les RCPG impliquent des effecteurs variés qui vont activer
des protéines participant a la cascade de signalisation des MAP kinases. Les
effecteurs recrutés sont trés différents d'un RCPG a l'autre, mais dépendent
également du type cellulaire et de la localisation subcellulaire du RCPG.

Par exemple, les récepteurs couplés a Gas activent généralement ERK1/2 par une
cascade de signalisation dépendante de I'AC et de la PKA, tandis que les récepteurs

couplés a Gagq utilisent un mécanisme dépendant de la PKC.
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Figure 8: Cascades d’activation des MAP kinases déclenchées par les

différentes sous-unités des protéines G.

Seules les voies d’activations indépendantes du ligand et du récepteur sont montrées. La cascade
d’activation des MAP kinases résulte en I'activation de ERK1/2. Plusieurs protéines peuvent déclencher
son activation comme PKA, Ras, Rapl, RAC ou mTOR. D’apres Jain, Watson, Vasudevan, & Saini,

2018, Internation Review of Cell and Molecular Biology.

Un autre acteur majeur de l'activation de ERK1/2 est la B-arrestine. En effet, de
nombreuses études ont montré que les B-arrestines pouvaient servir d’échafaudage
pour I'activation des MAPK (DeFea et al., 2000; Pierce & Lefkowitz, 2001). Lorsque
I'activation des ERK est dépendante des protéines G, elle est rapide et transitoire alors
que lorsqu’elle dépend des [B-arrestines, elle n’implique pas la translocation et
I'activation de ses cibles nucléaires et provoque une lente et persistante activation de
cette cascade (Lefkowitz & Shenoy, 2005). Par ailleurs, la désensibilisation des RPCG,
processus qui implique les B-arrestines, induit également des réponses mitogénes qui

passent par une phosphorylation de ERK (Luttrell et al., 1999).

L’activation des ERK peut également étre dépendante de l'activation de protéines
kinases de la famille Src, qui agissent en amont de la phosphorylation des ERK
(Barthet et al., 2007).
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3) Transactivation des RTK par les RCPG

Les RCPG sont capables de transactiver des RTK (Récepteur Tyrosine Kinase), ce
qui constitue en soi une autre voie de signalisation des RCPG si on considére ces
récepteurs comme des effecteurs. L’activation de ces RTK entrainera in fine la
phosphorylation de ERK1/2. Historiquement, la premiére étude faisant mention de ce
mécanisme montrait que plusieurs agonistes de RCPG entrainaient une
phosphorylation rapide puis une activation du récepteur de I'EGF (Epidermal Growth
Factor), effet qui était inhibé par des antagonistes de ces RCPG (Daub et al., 1996).
Par la suite, ce phénoméne de transactivation a été retrouvé pour de nombreux
RCPG : le récepteur GABAg, les récepteurs de la sérotonine, les récepteurs aux
chimiokines, le récepteur a I'angiotensine Il etc. De plus, les récepteurs tyrosine kinase
activés par les RCPG sont trés variés: les récepteurs de la famille du TGF
(Transforming Growth Factor) comme TGF-f3, les récepteurs de la famille des PPR
(Pattern Recognition Receptors) comme les Toll-like receptors ou TLR, ou encore le
récepteur de I''GF-1 (Insuline-like Growth Factor).

Deux mécanismes ont été décrits : un mécanisme ligand-dépendant et un mécanisme
ligand-indépendant. La voie ligand dépendante est caractérisée par la sécrétion d’'un
ligand endogéne dont la production est activée par la fixation d’'une molécule sur le
RCPG. Dans cette voie, la phosphorylation de la kinase Src, par le RCPG est
nécessaire a la transactivation du RTK. Les B-arrestines sont parfois également
impliquées dans ce mécanisme (Oligny-Longpré et al., 2012). L’activation de Src
stimule I'expression d’'une MMP (Matrix Métalloprotéinase), qui va cliver une protéine
transmembranaire. Le clivage de cette protéine provoque le relargage dans le milieu
extracellulaire d’un ligand qui se fixe sur le RTK avec une haute affinité, entrainant
ainsi son activation (Cattaneo et al., 2014).

Dans la voie ligand-indépendante, Src va directement aller phosphoryler le RTK dans
le cytoplasme. Un autre mécanisme possible est la formation d’'un complexe RCPG-
RTK qui va activer le RTK (Wetzker & Béhmer, 2003).

Plusieurs études mentionnent que les récepteurs tyrosines kinases peuvent aussi
activer des RCPG. Par exemple, le récepteur de I'lGF-1 peut transactiver le récepteur
CXCR4 et I'insuline peut transactiver le récepteur B2-adrénergique (Akekawatchai et

al., 2005; Valiquette et al., 1995). Deux mécanismes distincts ont été décrits. Dans le
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premier, la stimulation du récepteur tyrosine kinase induit la synthése et la sécrétion
d’un ligand du RCPG transactivé, qui se lie et active le RCPG (EI-Shewy et al., 2006)
(Figure 9). Dans le deuxiéme, le mécanisme est indépendant du ligand : I'activation du
récepteur tyrosine kinase entraine la formation d’'un complexe RCPG-RTK qui va
activer le RCPG (Delcourt et al., 2007) (Figure 9).
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Figure 9 : Transactivation des RTK par les RCPG

Trois mécanismes sont proposés. (A) Dans la voie dépendante du ligand, Src est activé par le RCPG
et stimule I'expression d'une MMP qui va cliver une protéine transmembranaire, libérant ainsi un pro-
ligand. Le pro-ligand généré va se lier au récepteur tyrosine kinase et induire son activation. La voie
ligand-indépendante inclut (B) une phosphorylation directe du RTK par Src dans le cytoplasme et (C)

l'activation du RTK via la formation d’'un complexe RCPG-RTK.
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V- Modulation de la signalisation des RCPG

Pendant de nombreuses années, le paradigme communément accepté concernant les
RPCG était un modéle dit ternaire, ou la signalisation de cette classe de récepteurs
mettait en jeu trois partenaires : le ligand, le récepteur et la protéine G. Nous avons vu
dans la partie lll- que la signalisation des RCPG était bien plus complexe que ce
modéle. A cette complexité viennent s’ajouter d’autres mécanismes cellulaires de

modulation de la signalisation des RCPG que nous allons détailler dans cette partie.

A- TRAFIC, ENDOCYTOSE ET RECYCLAGE DES RCPG

Il a été longtemps accepté que le modeéle d’activation des RCPG était cyclique : le
ligand se lie a son récepteur ce qui induit un changement de conformation, I'activation
de voies de signalisation en aval, suivie d’'une inactivation du récepteur et de son
recyclage avant un nouveau tour de stimulation. Ce processus permet de protéger la
cellule d’'une stimulation excessive qui pourrait étre néfaste.

L’inactivation des récepteurs est suivie d’'une endocytose. Lorsqu’ils sont internalisés,
les récepteurs peuvent étre adressés dans des compartiments ou ils seront dégradés,
ou bien étre recyclés a la membrane. Le concept de base statuait que les récepteurs
devenaient inactifs lorsqu’ils étaient internalisés, mais des études récentes ont montré
que les RCPG internalisés restaient non seulement actifs, mais étaient aussi capables
d’exercer une signalisation soutenue via 'activation de ERK1/2 ou 'AMPc. C’est le cas
par exemple du récepteur de I'hormone parathyroidienne (PTH), du récepteur de la
thyréostimuline (TSH), du récepteur du GLP1 (Glucagon-like Peptide 1), du récepteur
du PACAP ou encore du récepteur V2 (Vasopressine 2) (Calebiro et al., 2009;
Feinstein et al., 2013; Ferrandon et al., 2009; Kuna et al., 2013; Merriam et al., 2013).
L’endocytose des RCPG est généralement médiée par les B-arrestines, qui une fois
recrutées vont adresser les récepteurs vers des puits a clathrine ou vers le complexe
AP-2. Les récepteurs sont alors internalisés dans des endosomes précoces et leur
devenir va étre déterminé : soit ils seront déphosphorylés et recyclés a la membrane
plasmique, soit ils seront séquestrés dans des compartiments cellulaires, soit ils seront
dégradés dans des lysosomes. Il semblerait qu’une interaction prolongée avec la

B-arrestine favorise la séquestration des récepteurs alors qu’une interaction transitoire
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favorise leur recyclage (Lefkowitz & Shenoy, 2005).
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Figure 10 : Signalisation des RCPG via les B-arrestines

Le RCPG est phosphorylé sur son domaine C-terminal par la protéine GRKS ce qui va permettre le
recrutement et I'activation des j -arrestines. Une fois activée, la 3 -arrestine va déclencher 'endocytose

en interagissant avec le complexe AP-2 et en activant ERK. Par la suite, le récepteur sera soit dégrade,

soit recyclé a la membrane. D’apres Weis & Kobilka, 2018, Annual Review of Biochemistry.

Parmi les machineries permettant le recyclage et plus généralement le recrutement
des récepteurs a la membrane, le complexe ASRT est d’'une importance majeure. Ce
complexe comporte la SNX27 (Sortin Nexin 27), le complexe WASH et le rétromere,
composé des protéines Vps (Vacuolar Protein Sorting) Vps26-Vps-29-Vps35. ASRT
organise I'assemblage des tubules sur les endosomes précoces, 'emballage des
protéines cargo, et le transport de ces protéines vers la membrane plasmique grace
a des intermédiaires (Temkin et al., 2011). Ce complexe de recyclage semble étre
d’'une importance capitale étant donné l'implication de mutations génétiques de la
SNX27 ou du rétromeére dans des pathologies graves telles que la maladie d’Alzheimer
ou la maladie de Parkinson (Follett et al., 2016, 2014).

Par ailleurs, une signalisation intracellulaire des RCPG a été décrite pour des
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récepteurs localisés dans des compartiments subcellulaires bien spécifiques :
mitochondries, réticulum endoplasmique, noyau etc. Par exemple, le récepteur mGlu5
(Metabotropic Glutamate Receptor 5) peut étre localisé sur la membrane interne du
noyau ou il interagit avec la chromatine, et ou il médie des flux de Ca?* via son
interaction avec Gg+11 (Cattaneo et al., 2014). Il semblerait que ces RCPG localisés
dans des compartiments intracellulaires exercent des fonctions distinctes de celles

qu’ils exercent a la membrane plasmique (Joyal et al., 2015).

Aprées leur synthése, les RCPG subissent un processus de maturation continue qui
persiste jusqu’a ce qu’ils atteignent leur destination finale située a la membrane
plasmique. Cette maturation comporte plusieurs étapes : un repliement correct dans
le réticulum endoplasmique, un trafic du cis- au trans- Golgi durant lequel plusieurs
modifications post-traductionnelles vont avoir lieu puis un adressage ou les récepteurs
devront étre correctement insérés dans la membrane plasmique. Un mécanisme de
contrdle de la qualité des protéines qui sortent du réticulum endoplasmique existe au
sein des cellules. Celui-ci a pour réle d’adresser les protéines mal repliées au
protéasome pour qu’elles soient dégradées. Le repliement des RCPG s’effectue grace
a des protéines chaperonnes qui vont permettre aux récepteurs de passer le contrdle
qualité du réticulum endoplasmique et de sortir de ce compartiment cellulaire. Par
exemple, la famille des protéines HSP (Heat Shock Protein) est connue pour assurer
ce role.

Une fois adressé a la membrane plasmique, le récepteur doit étre retenu a la surface
de la cellule pour permettre une interaction avec son ligand. Diverses protéines sont
impliquées dans la stabilisation des RCPG a la membrane plasmique comme la
spinophiline, Homer ou PSD-95 (Tan et al.,, 2004). Ces interactions s’effectuent
généralement via un domaine PDZ qui interagit avec le domaine C-terminal du

récepteur.

B- ACTIVATION BIPHASIQUE

L’activation biphasique des RCPG a initialement été décrite chez les récepteurs AT1
(Angiotensine 1). La phosphorylation de ERK1/2 suivant I'activation du récepteur AT1
atteint un pic transitoire a 2 minutes, suivi d’'un autre pic plus soutenu a 120-150

minutes. Ces 2 phases d’activation de ERK1/2 contribuent a I'activité transcriptionnelle
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de c-jun et a la prolifération cellulaire. Néanmoins, seule la seconde phase a un effet
sur la synthése de I'ADN et la croissance cellulaire induite par le ligand Angiotensine
Il (Schorb et al., 1995). Par la suite, cette activation biphasique a été retrouvée chez
de nombreux RCPG et a rapidement été reconnue comme un nouveau mode
d’activation des voies de signalisation puisqu’il semblerait que les deux phases aient
des fonctions différentes.

Dans la plupart des mécanismes identifiés, la phase précoce semble étre médiée par
les protéines G, tandis que la phase tardive semble étre dépendante de la voie des
B-arrestines (Gesty-Palmer et al., 2006; McLennan et al., 2008). Toutefois, il est a
I'heure actuelle peu clair si ce mode d’activation est commun a tous les RCPG puisqu'il
n'a été observé que chez certains récepteurs. De plus, les mécanismes d’activation

sous-jacents a cette activation biphasique restent encore a élucider.

C- AGONISME BIAISE

Initialement, la signalisation des RCPG était considérée comme médiée seulement par
les protéines G. Ce concept a été totalement revisité lorsqu’il a été découvert que les
B-arrestines étaient capables de générer une signalisation des RCPG de maniére
indépendante. De plus, de nombreux ligands de RCPG sont capables d’activer
sélectivement la voie des protéines G ou la voie des B-arrestines : ce sont des ligands
biaisés. Il est maintenant admis que la fixation d’un ligand sur un RCPG va induire un
changement conformationnel qui est spécifique a ce ligand, et qui va moduler
I'efficacité de recrutement des différents transducteurs du signal (Zurn et al., 2009).
D’autres concepts récents en pharmacologie montrent que les mouvements
conformationnels des complexes ligands-récepteurs se propagent aux transducteurs
du signal. Pour les arrestines, ces changements de conformation influencent leur
interaction avec leurs partenaires protéiques d’échafaudage. Pour les protéines G,
cela induit une modification du taux de liaison du GTP, ainsi que celui du temps de
liaison de la protéine G au récepteur. Par ailleurs, l'interaction RCPG-arrestine est au
moins partiellement dépendante de la phosphorylation de motifs conservés du
récepteur par les GRK ou d’autres kinases. Plusieurs études ont montré que des
ligands pouvaient induire des motifs spécifiques de phosphorylation des RCPG, qui
contrélent I'affinité d’interaction avec 'arrestine ainsi que le recrutement des effecteurs
en aval (Butcher et al., 2011; Shiraishi et al., 2018; Zidar et al., 2009).
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contrélent I'affinité d’interaction avec [larrestine ainsi que le recrutement des
effecteurs en aval (Butcher et al., 2011; Shiraishi et al., 2018; Zidar et al., 2009).
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Figure 11 : Agonisme non-biaisé vs agonisme biaisé

Les agonistes non-biaisés activent les différentes voies de signalisation avec la méme efficacité. Les

agonistes biaisés stimulent une voie de signalisation de fagon préférentielle par rapport aux autres.

La découverte de cet agonisme biaisé a eu un fort impact sur le développement de
molécules a visée thérapeutique. En effet, les molécules doivent désormais étre
testées sur plusieurs voies de signalisation lors de leur développement préclinique.
D’autre part, la communauté scientifique s’est rendue compte que les ligands biaisés
pouvaient permettre de s’affranchir d’effets secondaires déléteres chez les patients.
Par exemple, le Carvedilol, un agoniste [B-arrestine biaisé des récepteurs
B-adrénergiques a montré qu’il pouvait inhiber I'effet toxique médié par la voie des
protéines G des catécholamines et qu’il pouvait stimuler la survie cellulaire via la voie
des B-arrestines. Des essais cliniques ont montré par la suite que ce composé
augmentait de maniére significative la survie des patients atteints d’'un arrét
cardiaque comparés aux autres 3-bloquants non biaisés (Poole-Wilson et al., 2003;
Wisler et al., 2007).
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D- MODULATION DU COUPLAGE AUX PROTEINES G

Comme nous l'avons vu précédemment, les RCPG étaient autrefois vus comme des
protéines quiescentes qui requiérent leur activation par un agoniste, ce qui leur permet
de générer une signalisation via une protéine G. Par conséquence, les sous-types de
RCPG sont souvent classifiés en fonction de leur ligand physiologique et de leur
association préférentielle a une famille de protéines G. Néanmoins, la plupart, si ce
n’est tous les RCPG peuvent se coupler a de multiples transducteurs du signal ainsi
qu’a plusieurs protéines G grace a la dynamique conformationnelle intrinseéque a ces
protéines.

Plusieurs approches expérimentales ont mis en évidence cette sélectivité des RCPG
pour des protéines G distinctes, incluant I'analyse des seconds messagers, des
expeériences de co-précipitation ou des approches de transfert d’énergie (J. Hu et al.,
2010; Milligan, 2003; Stewart et al., 2010; H.-Y. Wang et al., 2005). L’équipe du docteur
Lirussi a quant a elle démontré une activation biphasique de la voie ERK1/2 du
récepteur Bs-adrénergique via une signalisation Gs puis une signalisation G; En effet,
la prolifération cellulaire induite par le récepteur Bs-adrénergique dépend d’une
activation séquentielle de ERK1/2 : a 3 minutes, un pic de phosphorylation de ERK
serait induit par une voie Gs/PKA/Src tandis qu’un deuxiéme pic d’activation a 8 heures
semble étre médié par une signalisation Gi/Src/PI3K (Hadi et al., 2013).

Plus récemment, une étude a prédit le couplage de presque 150 RCPG activés avec
la partie C-terminale de 11 sous unités Ga en utilisant un test de séparation du TGF-a
en fonction de la présence de protéines G chiméres. Ces résultats ont montré que de
nombreux RCPG étaient capables de coupler plusieurs sous-unités Ga (Inoue et al.,
2019).

Le domaine de signalisation de prédilection des RCPG est la membrane plasmique.
Mais les membranes plasmiques physiologiques peuvent étre tres complexes et
contenir jusqu’a 1000 types de lipides différents (Harayama & Riezman, 2018). Ceux-
ci peuvent interagir directement avec les récepteurs mais peuvent aussi étre
assemblés dans des microdomaines via des interactions avec les protéines
membranaires, comme les cavéolines ou les radeaux lipidiques. Ces microdomaines
sont enrichis en transducteurs du signal spécifiques, incluant aussi des sous-types de

protéines G (Parton & Del Pozo, 2013). Par ailleurs, des différences dans la
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composition lipidique de la membrane peuvent aussi altérer sa courbure, ce qui peut
influencer la dynamique conformationnelle des RCPG (Rosholm et al., 2017). Ceci
peut donc altérer la signalisation des récepteurs, et contribuer aux différences

observées dans le comportement de certaines molécules.

Une étude tres récente montre d’ailleurs que la composition phospholipidique de la
membrane a une influence sur le couplage du récepteur B2-adrénergique avec Gs ou
Gis. En effet, Strohman et collaborateurs montrent qu’en bombardant la membrane
plasmique avec des ions Ca?* et Mg?*, ceux-ci interagissent avec les charges
négatives des phospholipides et changent le couplage du récepteur avec Gis
(Strohman et al., 2019). La charge locale de la membrane peut donc avoir une

influence sur le couplage du récepteur avec différentes protéines G.

Caveéoline

Signalosome

Figure 12 : Schéma d’un RCPG localisé dans une cavéoline

La signalisation des RCPG peut étre spatialement (et temporellement) compartimentalisée pour
encoder des réponses uniques au niveau cellulaire. Cette signalisation s’effectue gréce a des
complexes de protéines (signalosomes) autour du RCPG. Ici, la localisation du RCPG au sein d’'un
microdomaine (cavéoline) peut influencer sa conformation et donc sa signalisation grace a des

interactions avec des lipides ou des protéines enrichies au sein de ces microdomaines.
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E- OLIGOMERISATION

La vue traditionnelle ou les RCPG fonctionnaient comme des unités monomériques a
été complétement remise en question ces dernieres années. En effet, il est maintenant
clair que les RCPG peuvent former des homo- et hétéro-oligoméres, les homo-
oligomeéres étant des assemblages du méme récepteur et les hétéro-oligoméres étant
des assemblages de récepteurs différents. Cette vision a initialement été accueillie
avec scepticisme par une partie de la communauté des chercheurs, qui considéraient
que l'oligomérisation était un artefact lié a la surexpression de RCPG dans des
systémes hétérologues. Elle est désormais communément admise par la communauté
scientifique. L’oligomérisation a des impacts significatifs sur la signalisation, la
pharmacologie, la régulation, le cross-talk, I'internalisation et le trafic des RCPG. Pour
certains récepteurs, cette oligomérisation est méme obligatoire pour leur
fonctionnement. Etant donné leur implication dans la modulation de processus
physiologiques cruciaux, les hétéromeres sont a I’heure actuelle d'importantes cibles
thérapeutiques pour de nombreuses maladies telles que la schizophrénie, la maladie
de Parkinson, I'addiction ou encore I'obésité.

Le concept d’oligomérisation des RCPG date de 1980 ou L.F. Agnati et K. Fuxe ont
envisagé une interaction entre les récepteurs aux monoamines et les récepteurs aux
neuropeptides pour expliquer le cross-talk entre ces deux entités (Agnati et al., 1980).
Par la suite, le paradigme des RCPG en tant qu’entités monomeéres a été remis en
question par des études biochimiques, physiques et fonctionnelles montrant une
possible interaction entre les RCPG (Dupré et al., 2012). La premiére preuve physique
de dimérisation vient d’'une analyse du récepteur de la rhodopsine par microscopie a
force atomique ou il a été observé sous forme de dimére dans des disques
membranaires de souris (Fotiadis et al.,, 2003). Par la suite, la découverte que le
récepteur GABAg fonctionne obligatoirement sous forme d’hétérodimére, ainsi que les
avancées dans les techniques de transfert d’énergie telles que le BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer) et le FRET ont confirmé I'existence
d’hétéroméres de RCPG qui possédent des propriétés de signalisation uniques que
ne possedent pas leurs homomeres respectifs (Maurel et al., n.d.; White et al., 1998).
En effet, lorsqu’elle est exprimée individuellement dans des systémes hétérologues,
la sous-unité GbR1 du récepteur GABAs posséde un motif RXR(R) qui permet la

rétention du récepteur dans le réticulum endoplasmique, alors que GbR: est acheminé
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jusqu’a la membrane plasmique mais est incapable d’activer des voies de signalisation
en aval. Ceci est di au fait que GbR1 posséde les éléments structuraux pour permettre
la liaison du ligand mais pas pour coupler la protéine G tandis que GbR2 peut coupler
la protéine G mais ne peut pas se lier au ligand. L'expression des deux sous-unités
résulte en leur dimérisation, ce qui masque le motif de rétention dans le RE de la sous-
unité GbR1 et permet 'assemblage d’'un récepteur GABAg fonctionnel a la surface
cellulaire (Margeta-Mitrovic et al., 2000; Ng et al., 1999; Robbins et al., 2001).

R. Lefkowitz, co-lauréat du prix Nobel de chimie 2012 avec B. Kobilka, statuait en 2005
lors d’un symposium, sur la possibilité qu’un nombre important de récepteurs orphelins
puissent ne pas avoir de ligands extracellulaires, mais puissent donner de nouvelles
propriétés a d’autres RCPG en hétéromérisant avec (Lefkowitz, 2005). Ces récepteurs
orphelins agiraient donc comme des modulateurs allostériques en permettant d’élargir
les fonctions de signalisation de récepteurs non-orphelins. Plusieurs études ont
ensuite montré que des récepteurs orphelins dimérisaient avec des RCPG non-
orphelins. Par exemple, GPR179 est capable de recruter mGlu6 et d’hétéromériser
avec ce récepteur, tandis que GPR50 hétérodimérise constitutivement avec le
récepteur de la mélatonine MT4, abolissant la liaison avec son ligand, son couplage a
la protéine G ainsi que la liaison avec la B-arrestine (Levoye et al., 2006; Orlandi et al.,
2013).

La formation d’oligoméres de RCPG peut avoir d’autres conséquences fonctionnelles
comme la modification de la sélectivité d’'un récepteur pour un sous-type de protéine
G. C’est par exemple le cas pour I'hétéromeére 5-HT2a-mGIuRz2, une cible des drogues
hallucinogénes détecté en systeme hétérologue et dans des échantillons de cerveaux
humains. Aprés liaison du ligand, cet hétéromere subit un changement
conformationnel et une phosphorylation du récepteur mGluz permettant le couplage
du récepteur 5-HT2A a Gio et Gg11 (Gonzalez-Maeso et al., 2008; Murat et al., 2019).
Néanmoins, la découverte de I'oligomérisation des RCPG a soulevé de nombreuses
questions. Le lieu et la fagon dont ces complexes se forment et sont exprimés a la
membrane plasmique restent des points a résoudre. Il semblerait que ces complexes
se constituent avant d’étre adressés a la surface de la cellule et que des protéines

chaperonnes soient impliquées dans leur assemblage (Dupré et al., 2012).
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V- Les GIP (GPCR Interacting Proteins)

Bien que la communauté scientifique ait compris depuis longtemps que les RCPG
pouvaient s’assembler dans des complexes multi-protéiques, et que cela pouvait
altérer 'observation de la fonction d’un récepteur et la réponse cellulaire, ce n'est que
récemment que I'on s’est rendu compte de l'importance de ce type d’évenements via
des concepts comme I'agonisme biaisé ou I'oligomérisation (Ellisdon & Halls, 2016).
Les RCPG peuvent également interagir avec des partenaires qui ne sont pas des
RCPG, ce qui peut moduler la reconnaissance du ligand, I'engagement d'un
transducteur du signal ou encore le trafic du récepteur. Parmi les familles de protéines
connues pour interagir avec les RCPG, on peut citer les protéines d’échafaudage
comme les AKAP (A-Kinase-Anchoring Protein), les RAMP (Receptor Activity-
Modifying Proteins), les MRAP (Melanocortin Receptor-Accessory Proteins) ou encore
les LRP (Low-density lipoprotein receptor-Related Proteins) (Barbash et al., 2017;
DeBruine et al., 2017; Hay & Pioszak, 2016; Malbon et al., 2004; Rouault et al., 2017).

A-LES PROTEINES CHAPERONNES

Durant leur biosynthése, les RCPG interagissent avec des protéines chaperonnes de
la machinerie cellulaire qui aident a leur repliement correct et leur maturation en
masquant les surfaces hydrophobes, en aidant a la formation des ponts disulfures qui
vont stabiliser le récepteur, ou encore en interagissant avec le domaine N-terminal
immature. Les protéines de la famille des Hsp-70 (Heat shock protein 70) sont un
exemple bien connu de ces chaperonnes.

Certains motifs présents sur la séquence des RCPG permettent le recrutement de GIP
spécifiques. Par exemple, la séquence RXR présente chez de nombreux RCPG
permet l'interaction avec le complexe COPI responsable de la rétention dans le RE et

le transport rétrograde.

Les RAMP sont une famille de trois protéines transmembranaires, originellement
identifiées pour leur réle dans le trafic des récepteurs CLR (Calcitonin receptor-like
Receptor) a la membrane via des hétérodimérisations CLR-RAMP1, CLR-RAMP2 et
CLR-RAMP3. Ces protéines ont pour réle de permettre aux CLR de quitter I'appareil
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de Golgi ou le réticulum endoplasmique jusqu’a la surface cellulaire puis d’aider ces
récepteurs a former une poche de liaison pour le ligand (McLatchie et al., 1998).

En plus de jouer un role dans le trafic des récepteurs CLR a la membrane, les RAMP
sont nécessaires a leur signalisation et leur pharmacologie (voir figure). En effet, le
récepteur CLR est incapable de lier un ligand par lui-méme, et va avoir besoin
d’hétérodimériser avec une protéine RAMP. Ainsi, le complexe CLR/RAMP1 forme un
récepteur au CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide) de haute affinité, alors qu’un
hétérodimére CLR/RAMP2 ou CLR/RAMP3 donne naissance a deux sous-types
distincts de récepteurs AM (Récepteurs de I'Adrénomédulline), AM1 et AM:
respectivement (Poyner et al., 2002).

D’autre part, les récepteurs CTR (Calcitonin receptor) sont capables d’étre adressés
a la membrane en absence de protéines RAMP, ainsi que de lier leur ligand la
calcitonine (Poyner et al., 2002). Néanmoins, I'affinité du ligand pour le récepteur est
faible comparée a celle pour les récepteurs AMY, qui résultent de I'association des
CTR avec RAMP. Dans ces exemples, les protéines RAMP en tant que partenaires
des RCPG introduisent une complexité ou un récepteur étant associé avec une
protéine partenaire ou non peut engendrer plusieurs phénotypes pharmacologiques

distincts.

2. Pharmacology
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Figure 13 : Les différents roles des RAMP

Quatre réles principaux ont été décrits pour les RAMP. (1) Les RAMP permettent 'adressage de certains
RCPG a la surface cellulaire. (2) Les RAMP peuvent altérer la pharmacologie des RCPG en modifiant
la sélectivité du ligand pour certains RCPG. (3) Les RAMP peuvent modifier le couplage de certains
RCPG. (4) Les RAMP peuvent avoir une influence sur le trafic de certains RCPG depuis la membrane,
avec différentes RAMP permettant soit le recyclage soit la dégradation des récepteurs. D’apres Hay &
Pioszak, 2016, Annual Review of Pharmacology and Toxicology.
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Pour donner un autre exemple, on peut citer les protéines Homer qui se lient aux
domaines C-terminaux des récepteurs du glutamate mGlu+ et mGlus et participent a la
signalisation des complexes dans les densités postsynaptiques (Sheng &
Hoogenraad, 2007). Dans les neurones, Homer1b est responsable de la rétention
intracellulaire du récepteur mGlus, alors que Homerla permet son adressage
synaptique (Ango et al., 2002). Dans les neurones excitateurs, le ratio entre ces deux
protéines est un régulateur clé de I'expression du récepteur mGlus a la surface et a sa

réponse cellulaire associée.

B-LES PROTEINES A DOMAINE PDZ

Les GIP peuvent s’organiser en complexes de signalisation des RCPG, pour moduler
la signalisation protéine G-dépendante ou bien étre des protéines de signalisation par
elles-mémes. A leur extrémité C-terminale, la plupart des RCPG possédent une
séquence PDZ (PSD-95/DIg/Z0-1) composé de 3 ou 4 acides aminés qui vont se lier
aux domaines PDZ. Ces domaines sont des modules présents chez de nombreuses
protéines qui fonctionnent comme des « adaptateurs » de complexes multimériques
qui vont moduler la signalisation des RCPG. Les domaines PDZ sont des régions
assez larges puisqu’elles contiennent 80-90 acides aminés, mais vont généralement
se lier a une courte région située a I'extrémité C-terminale d’autres protéines. Cette
liaison se fait par « extension » du feuillet béta. En effet, le feuillet béta situé dans le
domaine PDZ est étendu par addition d’'un autre feuillet béta provenant de la protéine

partenaire (Cowburn, 1997).

Les protéines NHERF-1 et NHERF-2 (Sodium-Hydrogen Exchanger Regulatory
Factor) sont une famille de protéines adaptatrices caractérisées par deux tandems de
domaines PDZ et d’'un domaine C-terminal qui se lie a la famille de protéines Ezrin-
Radixin-Moesin qui s’associent a I'actine. NHERF-1 et NHERF-2 sont connues pour
interagir avec une multitude de RCPG (Weinman et al., 2006). Initialement, une
interaction entre NHERF-1 et le récepteur (2-AR a été montrée comme inhibitrice de
I'activité de I'échangeur Na*/H* de type 3 résultant de I'activation du B2-AR (Hall et al.,
1998). Par la suite, une étude a montré que l'association de NHERF-1 avec le
récepteur KOR (k Opioid Receptor) stimulait 'échange Na*/H* provoqué apres

stimulation avec I'agoniste (P. Huang et al., 2004). Plus récemment, des études ont
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montré que les protéines NHERF pouvaient influencer directement le couplage des
récepteurs aux protéines G. En effet, NHERF-1 semble augmenter le couplage du
récepteur PTH1 (Parathyroid Hormone receptor 1) activé a Gaq, tandis que lorsque le
récepteur PTH1 est activé, NHERF-2 diminue le couplage a Gas et augmente
l'activation de Gagq et Gai (B. Wang et al., 2010, 2009).

MUPP1 est une protéine composée de treize domaines PDZ. Le premier RCPG a avoir
été identifi¢ comme interagissant avec MUPP1, via son 10°™® domaine PDZ, est le
récepteur 5-HT2c (Becamel et al., 2001). Les conséquences fonctionnelles de cette
interaction restent pour le moment obscures, mais le méme domaine PDZ s’associe
avec le récepteur MT+. Dans ce cas, MUPP1 favorise le couplage du récepteur a la
voie de signalisation G/AC (Guillaume et al., 2008). Par ailleurs, MUPP1 interagit
également avec le récepteur GABAg via son 13®™ domaine PDZ et stimule sa
signalisation en allongeant la durée des réponses Ca?* (Balasubramanian et al., 2007).
PSD-95 est une autre protéine contenant plusieurs domaines PDZ (3), et est le
membre le plus étudié de la superfamille des protéines MAGUK (Membrane-
Associated Guanylate Kinase). Cette protéine est presque exclusivement localisée
dans les densités post-synaptiques des neurones ce qui en fait un important acteur de
la plasticité synaptique et de la stabilisation des changements synaptiques lors de la
potentialisation a long terme (Meyer et al., 2014). PSD-95 est un partenaire protéique
du récepteur B1-AR. Bien que la coexpression de PSD-95 et du 31-AR n’ait aucun effet
sur la désensibilisation du récepteur ou 'accumulation d’AMPc induite par I'activation
du récepteur, I'internalisation du $1-AR induite par son ligand est fortement atténuée
en présence de PSD-95. En outre, PSD-95 facilite I'association physique du B1-AR
avec des protéines synaptiques telles que les récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-
Aspartate) (L. A. Hu et al., 2000).

La protéine PICK1 (Protein Interacting with C Kinase 1) est un autre exemple de GIP
contenant un domaine PDZ et modulant la signalisation de certains RCPG. Cette
protéine interagit principalement avec des récepteurs mGlu qui sont fortement enrichis
dans les terminaisons pré-synaptiques des synapses glutamatergiques ou PICK1
régule négativement le rétrocontréle de la libération des neurotransmetteurs. Le
partenaire prédominant de PICK1 semble étre le récepteur mGluza bien que d’autres
récepteurs mGlu puissent s’associer avec PICK1 (Boudin et al.,, 2000). Dans des
cultures de cellules granulaires du cervelet, l'interaction entre PICK1 et le récepteur

mGlura est requise pour linhibition spécifique des canaux Ca?* de type P/Q suivant
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I'activation présynaptique des récepteurs mGluza (Perroy et al.,, 2002). Enfin, une
disruption de I'association mGlu7a/PICK1 par injection intraveineuse de peptide Tat est
capable de générer des crises d’épilepsies chez la souris ou le rat (Bertaso et al.,
2008). Ces résultats montrent qu’une interaction RCPG/GIP peut résulter en un trouble
neurologique spécifique. Plus généralement, ils soulignent l'importance de ces
associations d’un point de vue fonctionnel, et leur implication dans de potentielles

pathologies.

C-LES PROTEINES RGS

La signalisation des RCPG peut aussi étre régulée par des protéines RGS (Regulators
of G protein Signaling), une famille de protéines multifonctionnelles qui peuvent
atténuer et/ou moduler la signalisation des RCPG en se liant aux sous-unités Ga et
agissant comme des GAPs (GTPase-activating Proteins). Les protéines de cette
famille partagent une séquence conservée de 120 acides aminés qui contient un site
de liaison aux sous-unités Ga et responsable de l'activité GAP : la RGS box. Les
domaines N- et C- terminal de la RGS box contiennent également des domaines
structuraux et des motifs de liaison a une multitude de protéines de signalisation
comme le PIP2 (Druey, 2017). Des études plus récentes ont révélé qu’en plus
d’interagir avec les protéines G, les RGS étaient capables de s’associer directement
avec les RCPG et de moduler leur signalisation.

RGS2 s’associe avec la boucle i3 des récepteurs muscariniques M1, Ms et dans une
moindre mesure Ms. Une coexpression de RGS2 avec les récepteurs M1 inhibe la
formation d'IP (Inositol Phosphate) médiée par le récepteur (Bernstein et al., 2004).
Un effet similaire est observé avec d’autres RCPG comme le récepteur adrénergique
a 1a ou le récepteur CCK2 (Cholecystokinin-2 receptor) (Hague et al., 2005; Langer
et al., 2009).

RGS4 interagit avec le domaine C-terminal de deux sous-types de récepteurs aux
opioides : WOR et dOR. Cette interaction inhibe la stimulation de I'adénylyl cyclase
induite ainsi que la phosphorylation de ERK1/2, tout en favorisant l'internalisation de
O0OR (Georgoussi et al., 2006; Leontiadis et al., 2009).

De maniére intéressante, RGS20 augmente l'activité des canaux GIRK activés par le
récepteur MT4, et ce méme au sein de I'hétérodimere MT1/MT> ce qui ouvre la voie a

des notions de régulation plus poussées de certaines GIP (Maurice et al., 2010).
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Par ailleurs, les protéines RGS peuvent aussi moduler la signalisation des RCPG en
se couplant de maniére indirecte a des protéines d’échafaudage. Les exemples les
plus connus concernent des protéines a domaine PDZ : GIPC (GAIP-Interacting
Protein, C-terminus) et la spinophiline. A titre d’exemple, GIPC est capable de recruter
RGS19 aux récepteurs dopaminergiques D2 ce qui est important pour la signalisation
du récepteur D2 (Jeanneteau et al., 2004).

D’autre part, la spinophiline joue un réle dans la détermination de la signalisation en
améliorant 'accés des RGS aux RCPG et en facilitant I'interaction RCPG-RGS. Elle
inhibe également les fonctions des B-arrestines en bloquant I'association entre GRK2
et le complexe RCPG-GRy (Qin Wang & Limbird, 2002; Qin Wang et al., 2004).
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Chapitre |l

Les récepteurs sérotoninergiques
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I- Le systeme sérotoninergique

A- GENERALITES

La sérotonine, ou 5-hydroxytryptamine (5-HT), a été découverte a la fin des années
40. Initialement appelée entéramine, elle a été isolée dans les cellules
entérochromaffines du tube digestif ou elle exerce un effet vasoconstricteur
(Erspamer, 1946). Par la suite, la sérotonine fut caractérisée dans le systéme nerveux
central en tant que neurotransmetteur (Twarog & Page, 1953). La sérotonine exerce
de multiples fonctions dont la plupart seront détaillées plus bas. Cette diversité
fonctionnelle s’explique par la présence chez ’lhomme d’au moins 30 récepteurs codés

par 14 génes différents.

B- CLASSIFICATION

Les récepteurs de la sérotonine sont classés de 5-HT4 a 5-HT7 selon leur ordre de
découverte, leur pharmacologie et leur homologie de séquence et de structure. Le
nombre exact de récepteurs 5-HT varie en fonction de I'espéce car certains génes
codant pour ces récepteurs ont été identifiés chez 'homme mais pas chez les
rongeurs. Tous les récepteurs de la sérotonine sont des RCPG a I'exception des
récepteurs 5-HT3 (3A et 3B) qui est un récepteur ionotrope. Les récepteurs 5-HT+ (1A,
1B, 1D, 1E, 1F) et les récepteurs 5-HTs (5A et 5B) sont couplés aux protéines Gio et
inhibent donc l'adénylyl cyclase, ce qui résulte en une diminution d’AMPc. Les
récepteurs 5-HT2 (2A, 2B, 2C) sont couplés aux protéines Gq ce qui stimule la PLC
qui clive le PIP2 en DAG et IP3. Les récepteurs 5-HT4, 5-HTe et 5-HT7 sont couplés aux
protéines Gs et stimulent 'adénylyl cyclase, ce qui induit la production d’AMPc. Dans
les prochaines parties, nous nous focaliserons plus particulierement sur le

fonctionnement du récepteur 5-HT4, et en moindre mesure sur le récepteur 5-HTe.
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- Le récepteur 5-HT,

A-HISTORIQUE

Le récepteur 5-HT4 est un RCPG découvert dans des cultures primaires de collicules
de souris par le Dr Dumuis et ses collaborateurs (Dumuis et al., 1988). A cette époque,
seules trois classes de récepteurs sérotoninergiques avaient été découvertes : les
récepteurs 5-HT4, 5-HT2 et 5-HTs. Cette nouvelle classe de récepteurs avait pour
ligand endogéne la sérotonine (5-HT ou 5-Hydroxytryptamine), était couplée a Gs
puisqu’elle activait I'adénylyl cyclase et était insensible aux antagonistes des
récepteurs 5-HT1 et 5-HT>. Le développement de composés pharmacologiquement
actifs sur cette classe de récepteurs a permis de caractériser le récepteur 5-HT4 (J.
Bockaert et al., 1992). Par la suite, le géne codant pour le récepteur sera cloné pour
la premiére fois chez le rat (Gerald et al., 1995). |l sera ensuite cloné chez la souris et
chez 'lhomme au sein de I'équipe (Claeysen et al., 1997, 1996). A la suite de sa
découverte, ce récepteur a été impliqué dans de nombreuses fonctions au niveau du
systéme nerveux central mais également au niveau périphérique (Eglen, Wong, et al.,
1995).

B- LOCALISATION ET ROLE PHYSIOLOGIQUE

1) Au niveau central

Au niveau du systéme nerveux central , le récepteur 5-HT4 est localisé au niveau des
neurones situés dans le bulbe olfactif, dans le striatum (noyaux caudé et putamen),
dans les ganglions de la base, dans le noyau accumbens, dans I'hippocampe, dans le
cortex frontal, dans I'’hypothalamus, dans 'amygdale et dans la substance noire (J.
Bockaert et al., 2004; Y. Y. Huang & Kandel, 2007; Waeber et al., 1994). Au sein de
la voie nigrostriée, qui transmet la dopamine de la substance noire au noyau caudé et
au putamen, le récepteur est localisé au niveau des corps cellulaires et des
terminaisons des neurones GABAergiques (Figure 14). Dans le cortex, I'hippocampe
et 'amygdale, les récepteurs 5-HT4 sont préférentiellement localisés sur les neurones

cholinergiques, ou ils stimulent la libération d’acétylcholine, ainsi que sur les neurones
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glutamatergiques (Figure 14) ( Bockaert et al., 2004; Bockaert et al., 2008; Johnson et
al., 2012). Dans I'embryon de souris, le récepteur 5-HT4 est fortement exprimé dans
les collicules, ce qui fait des neurones primaires issus de cette structure un modéle
expéerimental pour étudier le R-5-HT4 en systéme natif.

Le récepteur 5-HTs est impligué dans de nombreuses fonctions telles que
'apprentissage et la mémoire, le comportement alimentaire, la plasticité synaptique,
la respiration, 'humeur et posséde des effets antidépresseurs (Asakawa et al., 2006;
Kemp & Manahan-Vaughan, 2005; Kulla & Manahan-Vaughan, 2002; Manzke et al.,
2003; Marchetti et al., 2000). D’aprés une étude récente, il semblerait que ces effets
antidépresseurs dépendent des récepteurs localisés dans le cortex préfrontal médian
(Castello et al., 2018).

Le récepteur est impliqué dans la libération d’un certain nombre de neurotransmetteurs
et d’hormones comme l'acétylcholine, la dopamine, la sérotonine, l'insuline et la
prolactine (Bonhomme et al., 1995; Chen et al., 2016b; Consolo et al., 1994; Ge &
Barnes, 1996; Papageorgiou & Denef, 2007). Cette libération de neurotransmetteurs
suite a 'activation du récepteur est impliquée par exemple dans 'augmentation de la
mémoire a court et a long terme (Mohler et al., 2007). Bien qu’il soit admis que le
récepteur a une localisation plutdt post-synaptique, son implication dans la libération
de neurotransmetteurs suggere eégalement une localisation pré-synaptique. Le
manque d’anticorps spécifiques du récepteur n’a pas permis d’effectuer des études
d'immunolocalisation subcellulaires.

Dans des modeles d’'amnésie, I'utilisation d’agonistes du récepteur 5-HT4 restaure les
facultés mnésiques (Micale et al., 2006). Par ailleurs, le récepteur jouerait un role dans
la formation des dendrites et son activation aurait des propriétés neuroprotectrices en
augmentant la sécrétion de la forme sécrétée soluble de 'APP (sAPPa), connue pour
avoir des effets neuroprotecteurs (Cachard-Chastel et al., 2007; Chasseigneaux &
Allinquant, 2012; Kozono et al., 2017).

Les souris invalidées pour le géne HTR4, qui code pour le récepteur, présentent
plusieurs déficits. En effet, leurs neurones ont une libération de sérotonine diminuée,
elles présentent une hyper-sensibilité aux crises d’épilepsies, et I'absence de
récepteur abolit I'hypophagie induite par le stress et I'exploration en présence de
nouveauté chez ces souris (Compan et al., 2004; Conductier et al., 2006).

Une étude récente a comparé par une approche de RNA sequencing les différences

d’expression des génes des cellules du cortex humain et de la souris. Cette étude
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révéle que les récepteurs sérotoninergiques sont en deuxieme position dans le
classement des familles de génes dont les différences d’expression sont les plus
grandes. Le gene HTR4 notamment voit son expression parmi les plus divergentes
entre ’'hnomme et la souris (Hodge et al., 2019). Ces résultats sont a prendre en
considération lorsque I'on effectue des études sur le récepteur 5-HT4 chez la souris.

Hippocampe

Medial Prefrontal

Nucleus
Accumbens

Hypothalamus

Figure 14 : Localisation du récepteur 5-HT4 dans le cerveau

Les récepteurs 5-HT4 sont majoritairement localisés sur les neurones GABAergiques du noyau
accumbens et du striatum, sur les neurones pyramidaux exprimant du glutamate dans le cortex
préfrontal médian, et sur les neurones de I'hippocampe (aires CA1, CA3 et cellules granulaires). lls sont
également exprimés par les neurones efférents du noyau accumbens a I'’hypothalamus latéral. D’apres
J. Bockaert, Claeysen, Compan, & Dumuis, 2011, Current Opinion in Pharmacology.

2) Au niveau périphérique

Au niveau périphérique, le récepteur 5-HT4 est exprimé au niveau de la vessie, du
systéme gastro-intestinal (intestins, célon, cesophage), des glandes surrénales et du
cceur (Baxter et al.,, 1991; Darblade et al., 2005; Foxx-Orenstein et al., 1996; A J
Kaumann & Sanders, 1994; McLean & Coupar, 1996).

Comme dans le cerveau, I'activation du récepteur facilite la transmission cholinergique
dans les neurones myentériques. Le récepteur 5-HT4 est impliqué dans les désordres
gastro-intestinaux, et plusieurs agonistes du récepteur comme le prucalopride sont

d’ailleurs utilisés dans le traitement du syndrome du cdlon irritable ou de la constipation
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chronique, ces ligands augmentant la motilité intestinale (Bassotti et al., 2019;
Binienda et al., 2017).

Par ailleurs, le récepteur est exprimé dans I'atrium et le tissu ventriculaire au niveau
du systéme cardiovasculaire. Une stimulation du récepteur 5-HT4 produit un effet
inotrope positif et une tachycardie qui peut entrainer des arythmies (A J Kaumann &
Sanders, 1994). De plus, une localisation mitochondriale du récepteur 5-HT4 a été
décrite dans des cardiomyocytes ou il jouerait un réle dans la régulation des fonctions
des mitochondries en agissant sur les flux de Ca?* (Qingyi Wang et al., 2016). En
raison de sa localisation cardiaque, le développement de composés agissant sur le
récepteur 5-HT4 et a visée thérapeutique est compliquée. De nombreuses molécules
ont di étre arrétées pendant leur développement clinique. A titre d’exemple, le
tegaserod, un agoniste du récepteur initialement approuvé pour la constipation a dd
étre retiré du marché en 2007 a cause d’effets secondaires sur le systéme
cardiovasculaire, avant d’étre réintroduit par la FDA en 2018 chez une population
restreinte (Marciniak & Serebruany, 2019). Cependant, il a par la suite été démontré
que les effets cardiaques indésirables des agonistes du récepteur 5-HT4 retirés du
marché n'étaient pas dus a leur action sur le récepteur mais a une liaison non
spécifique aux canaux hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene) cardiaques.
L'existence d'une affinité éventuelle aux canaux hERG étant a présent
systématiquement recherchée dans le développement préclinique des candidats-
médicaments, la mise sur le marché de molécules hautement spécifiques du récepteur
5-HT4, telle que le prucalopride, a pu étre réalisée. Le prucalopride a ainsi bien
démontré son innocuité cardiaque dans des études de safety et de pharmacovigilance
(Mendzelevski et al., 2012)

Au niveau de la vessie, le récepteur facilite la miction et au niveau des glandes
surrénales, il favorise la libération de cortisol (D’Agostino et al., 2006; Lefebvre et al.,
1998).

Plus récemment, dans un modéle de souris autiste, la souris SERT Ala56, I'activation
des récepteurs 5-HT4+ a montré un retour a la normale de la composition de leur
microbiote intestinal, bien que la restauration des déficits comportementaux associés
n'ait pas été évaluée (Liu et al.,, 2009). Ces résultats, ainsi que limplication du
récepteur dans la neurogénéese entérique suggérent un réle du récepteur dans la
communication entre le cerveau et le microbiote intestinal (Margolis et al., 2016). Un

autre réle atypique du récepteur a également été mis en avant recemment puisque
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une étude montre que son activation jouerait un réle dans la fertilisation in vitro chez
la souris en augmentant le pourcentage de spermatozoides hyperactivés (Sugiyama
et al., 2019).

C- VARIANTS D’EPISSAGE

Le géne HTR4 codant pour le récepteur 5-HT4 est situé sur le chromosome 5. C’est
I'un des plus longs génes codant pour un RCPG (> 700kb). Le géne est constitué d’au
moins 38 exons qui généerent chez 'homme dix variants d’épissage ce qui en fait
également I'un des génes codant pour un RCPG les plus complexes. De plus, le géne
codant pour le récepteur B2-adrénergique est localisé sur le brin non-codant du géne
codant pour le récepteur 5-HT4. A ce jour, trois variants d’épissage ont été clonés chez
le rat (a, b, e) et quatre chez la souris (a, c, e, f).

Les dix variants d’épissage clonés chez ’homme (a-i, n) différent tous a partir du résidu
leucine 358 de la partie C-terminale, a I'exception du variant (h) qui présente une
insertion au niveau de la boucle extracellulaire e2 (Figure 15). Les variants (a) et (b)
sont les plus représentés chez ’lhomme (Claeysen et al., 1997). Toutes les isoformes
partagent les mémes capacités de couplage a la protéine Gs, mais quelques
différences commencent a émerger dans la littérature concernant d’autres voies de
signalisation. Par exemple, l'isoforme (a) nécessite la PKC, GRK2 et la B-arrestine
pour son internalisation tandis que l'isoforme (b) nécessite la PKC et en moindre
mesure la B-arrestine. De plus, l'isoforme (b) est recyclée abondamment a la
membrane aprés un arrét d’exposition au ligand tandis que I'isoforme (a) s’accumule
dans des compartiments périnucléaires et est trés peu recyclée (Mnie-Filali et al.,
2010). Une autre étude suspecte l'isoforme (b) de coupler la protéine Gi, dans des

cardiomyocytes de rat ce qui n’est pas le cas de I'isoforme (d) (Castro et al., 2005).
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5-HT,
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5' HT4(C)
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Figure 15 : Variants d’épissage du récepteur 5-HT4 humain.

Tous les variants difféerent a partir de la Leucine 358 et ont une extrémité C-terminale variable, a
I'exception du variant (h) qui posséde une insertion dans la boucle extracellulaire e2. Les variants
marqués d’'un astérisque représentent les isoformes exprimées dans le coeur. D’apres Alberto J.
Kaumann & Levy, 2006, Pharmacology & Therapeutics.
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D- PHARMACOLOGIE
1) Les ligands du 5-HT4

Le récepteur 5-HT4 est tres bien caractérisé pharmacologiquement de par la
disponibilitt de nombreux ligands et mutants du récepteur. De multiples ligands
synthétiques ont été générés par des laboratoires pharmaceutiques dans le but de
développer des traitements efficaces contre les troubles gastro-intestinaux, ou le
récepteur est une cible de premier choix. Il existe a I'heure actuelle plus d’'une
quarantaine de ligands synthétiques pour le récepteur 5-HT4 (Rodrigo Andrade et al.,
2019).

Le ligand endogéne est la sérotonine, qui est une monoamine de la famille des
indolamines. Sa biosynthése s’effectue a partir du tryptophane, un acide aminé
essentiel puisqu’il provient de l'alimentation. Le tryptophane est absorbé par les
neurones de noyau du raphé ou les cellules entérochromaffines qui le transforment en
5-HTP (5-hydroxytryptophane), puis en 5-HT grace a deux enzymes.

Parmi les agonistes, on retrouve en plus de la sérotonine des composés dérivés de la
famille des indoles, mais également des composés de la classe des benzoates,
banzamides ou benzimidazolones : le zacopride, le cisapride ou encore le BIMUS,
agoniste total et trés spécifique du récepteur (Bockaert et al., 2012).

Les composés de la classe des aryl cétones ont donné naissance a des antagonistes
mais aussi des agonistes comme le RS 67333 (Eglen, Bonhaus, et al., 1995). Ce
dernier est trés utilisé de par son agonisme partiel (50% de I'effet maximum de la 5-
HT) mais aussi sa capacité a passer la barriere hémato-encéphalique et sa bonne
biodisponibilité (Marchetti et al., 2000).

Le GR 113808 (Alberto J. Kaumann, 1993), de la famille des indoles, est le premier
antagoniste synthétique ayant été généré ayant peu d’affinité pour le récepteur 5-HTs3,
mais qui est également un agoniste inverse. Par ailleurs, la L-Lysine est un antagoniste
naturel partiel du récepteur 5-HT4 permettant de diminuer les problémes gastro-
intestinaux et ayant des propriétés anxiolytiques chez le rat (Smriga & Torii, 2003).
Enfin, le récepteur 5-HT4 ayant une forte activité constitutive, de nombreux composés
antagonistes sont aussi des agonistes inverses puisqu’ils inhibent cette activité basale.
C’est le cas par exemple de composés synthétisés comme le RO 116-2617, le SB
207266 et le GR 125487 (Bockaert et al., 2012).
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Il est a noter que les composés pharmacologiques disponibles sont bien caractérisés
sur la voie G-dépendante mais moins bien caractérisés sur les autres voies de

signalisation telles que la voie ERK ou la voie des B-arrestines.

100

50 |~

Réponse biologique

0o L Agonistes inverses: RO 116-2617, GR113808

Concentration de ligand

Figure 16 : Pharmacologie du récepteur 5-HT4

2) Le RASSL-5-HT4

Les RASSL (Receptor Activated Solely by a Synthetic Ligand) sont des récepteurs
couplés aux protéines G créés de fagons a n’étre sensibles qu’aux molécules
synthétiques et plus au ligand naturel. Ces constructions permettent un contréle spatial
et temporel de la signalisation des RCPG in vivo notamment en les exprimant par une
approche virale chez la souris. lls sont particulierement utilisés dans le domaine des
neurosciences pour identifier la circuiterie et les signaux cellulaires spécifiques a
certains comportements et fonctions motrices (Roth, 2016). Un des premiers RASSL
a avoir été développé est basé sur le récepteur muscarinique 3 nommeé hM3Dq, obtenu
avec 2 mutations, qui répond au ligand synthétique CNO avec une affinité de I'ordre
du nanomolaire mais plus au ligand naturel I'acétylcholine.

Pour le 5-HT4, la simple mutation d’'un aspartate trés conservé au sein du TM3 en
alanine (D100A) rend le récepteur totalement insensible a la sérotonine. Ce résidu se
situe dans le domaine de liaison aux amines biogénes, dont la sérotonine fait partie.
Néanmoins, ce récepteur est capable de répondre a tous les ligands synthétiques

exceptés ceux de la famille des indoles (Claeysen et al., 2003).

La pharmacologie du récepteur se voit modifiée par cette mutation : son activité
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constitutive, déja élevée a l'origine, est encore plus importante. De plus, tous les
ligands déplacent un peu plus I'équilibre du récepteur vers une conformation plus
active. Ainsi, les agonistes inverses deviennent des antagonistes neutres, les
antagonistes deviennent des agonistes partiels, et les agonistes partiels deviennent

des agonistes totaux.
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Figure 17 : Classification et structure des ligands du récepteur 5-HT4
D’aprés Bockaert et al., 2012.
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E- SIGNALISATION DU 5-HT4 ET TRAFIC

1) Les voies couplées aux protéines G

Le récepteur 5-HT4 a été découvert a l'origine dans les collicules de souris comme
étant couplé canoniquement a la protéine Gas (Dumuis et al., 1988). Ce couplage a
Gas a aussi été mis en évidence in vivo dans I'hippocampe du cochon d’inde, le cortex
humain, I'cesophage de rat et I'atrium humain (Bockaert et al., 1990; Ford et al., 1992;
A J Kaumann, 1990; Monferini et al., 1993). Dans des systémes hétérologues, le
récepteur 5-HT4 posséde une forte activité constitutive pour la voie Gs. Cette activité
constitutive est augmentée pour les isoformes avec un domaine C-terminal court, et
des troncations progressives de ce domaine augmentent également l'activité basale.
Ces résultats suggérent que le domaine C-terminal joue un role dans le déplacement
de 'équilibre du récepteur vers une conformation plus inactive (Claeysen et al., 2000).
De plus, le récepteur 5-HT4 semble étre activé selon le modele de collision coupling,
a l'inverse du récepteur 5-HT7 qui est précouplé a la protéine Gs. Ces résultats ont été
mis en évidence par la combinaison de deux approches: le FRET et le FRAP
(Andressen et al., 2018).

Une fois produit, 'TAMPc active la PKA et le facteur d’échange Epac. Ce dernier active
les petites GTPases Rap1 et Rac, ainsi que le facteur d’échange STEF (SIF and
Tiam1-like Exchange Factor) ce qui conduit a la sécrétion de sAPPa (Maillet et al.,
2003).

Tous les variants d’épissage sont capables d’activer 'adénylyl cyclase et d’augmenter
la concentration d’AMPc intracellulaire apres stimulation par un agoniste en systeme
hétérologue, bien qu’avec des efficacités différentes. Ces différences peuvent
s’expliquer par le couplage du récepteur avec d’autres protéines G comme Gass, Gag
et Ga; (Pindon et al., 2002; E. G. Ponimaskin et al., 2002). Néanmoins, la pertinence
physiologique de ces couplages a différentes sous-unités Ga est discutable étant
donné qu’ils ont été uniquement décrits dans des lignées cellulaires transfectées.
Dans des cellules de mammiféres, I'activation de Gaiz dépendante du récepteur
5-HT4(a) résulte en une activation de RhoA, puis du facteur de transcription SRE, qui
module l'activité transcriptionnelle. Dans des cellules de neuroblastomes, I'expression
des récepteurs 5-HT4() induit une rétractation des neurites dépendante de RhoA,

aprées stimulation avec un agoniste ou non. Ces résultats suggérent que le couplage
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du R-5-HT4 avec Gais joue un role dans la régulation de 'architecture neuronale (E.
G. Ponimaskin et al., 2002). Par ailleurs, une courte activation de la voie Gass via le
R-5-HT4+ augmente I'expression de la protéine ASK1 (Apopostosis Signal-regulation
Kinase) alors qu’une activation soutenue diminue I'expression de ASK1 et de Gais
(Kutuzov et al., 2007). Dans des neurones a GnRH (Gonadotropin Releasing
Hormone), l'activation du récepteur 5-HTs stimule la production d’AMPc mais
augmente également leur taux d’activation et induit une augmentation soutenue de
leur sécrétion de GnRH (Wada et al., 2006).

2) La voie ERK

La stimulation du récepteur 5-HT4 induit une activation puissante, mais transitoire, de
la voie ERK dans des neurones en culture primaire (Barthet et al., 2007). Cette
activation de ERK dépend de la tyrosine kinase Src, mais est indépendante de
I'activation des protéines G ou des B-arrestines, ce qui est assez atypique chez les
RCPG. Dans les cellules COS-7 et HEK-293, I'activation de ERK1/2 par le 5-HT4(,)
implique la PKA et Ras, mais pas Rap1 ou Epac (Norum et al., 2007, 2003). La méme
équipe de recherche a montré que la phosphorylation de ERK1/2 aprés activation du
R-5-HT4 dépendait du Ca?* et était sensible a un antagoniste de la Calmoduline.

Par ailleurs, la B-arrestine 1 semble étre un régulateur négatif de la voie de
signalisation Src/ERK engagée aprés activation du récepteur. La kinase GRK5 est
physiquement associée a la région C-terminale du récepteur 5-HT4 que ce soit dans
les cellules HEK-293 ou les neurones de collicule. GRKS inhibe la voie de signalisation
R-5-HT4/Src/ERK en s’associant d’'une part a un cluster sérine/thréonine phosphorylé
au niveau de l'extrémité C-terminale du récepteur.et d’autre part, en phosphorylant la
B-arrestine 1 liée au récepteur. Une fois phosphorylée, la B-arrestine 1 empéche Src,
qui est constitutivement liée au récepteur, d’étre activée. La quantité de GRK5, ainsi
gu’une modification post-traductionnelle de la B-arrestine 1 semble déterminer si c’est
la voie des protéines G ou la voie ERK qui est préférentiellement engagée lors de
I'activation du récepteur 5-HT4 (Barthet et al., 2009).
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3) Les courants ioniques liés a I'activation du récepteur

Dans les neurones de collicule, 'augmentation de la concentration intracellulaire en
AMPc suite a l'activation du récepteur 5-HTs induit une inhibition des canaux
potassiques voltage-dépendants et des canaux calciques voltage-dépendants
(Ansanay et al., 1995). Ce blocage des canaux potassiques est durable dans le temps,
ce qui provoque une hyperexcitabilité des neurones via un mécanisme dépendant de
'’AMPc mais pas de la PKA (Chapin et al., 2002; Fagni et al., 1992). Cet effet a long-
terme posséde des caractéristiques différentes de la LTP et les voies de signalisation
sous-jacentes responsables de cet effet ne sont pas encore bien comprises (Mlinar et
al., 2006). Dans les neurones pyramidaux de l'aire CA1, le récepteur 5-HT4 réduit
I'hyperpolarisation de la période réfractaire (qui suit un potentiel d’action) en inhibant
le relargage du calcium (R Andrade & Chaput, 1991; Torres et al., 1996).

Dans les cardiomyocytes humains, I'effet inotrope positif induit par I'activation du
récepteur 5-HT4 dont nous parlions dans la partie II-B- est d0 a une augmentation des
courants calciques de type L et une augmentation de la phosphorylation de la
phospholambane (une protéine qui régule le taux de Ca?* cytoplasmique) (Birkeland
et al., 2007).

4) Le devenir des récepteurs endocytés

Des études antérieures réalisées au laboratoire ont permis de mettre en lumiere les
mecanismes responsables de la désensibilisation et de I'endocytose des récepteurs
5-HTa4. Il semblerait que la kinase GRK2 soit impliquée dans la désensibilisation du
récepteur 5-HT4, mais via une interaction physique et non grédce a son activité
enzymatique. De plus, 'endocytose dépendante de la B-arrestine 2 nécessite que la
GRK2 phosphoryle des clusters sérine/thréonine localisés au niveau du domaine C-
terminal du récepteur (Barthet et al., 2005). Comme d’autres RCPG, le récepteur
5-HT4 est fortement régulé par des modifications post-traductionnelles sur son
domaine C-terminal. Des expériences montrent que certains sites de palmitoylation
sont également impliqués dans la régulation de I'endocytose dépendante de la (-
arrestine 2 (E. Ponimaskin et al., 2005). Dans les neurones, la concentration en GRK2

semble suffisante pour induire une désensibilisation et une endocytose rapide et
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profonde du récepteur 5-HT4, qui n’est pas observée dans les lignées HEK-293 et
COS-7. En effet, pour observer une désensibilisation équivalente, il faut co-transfecter
la GRK2 et le R-5-HT4, ce qui suggere une faible concentration de GRK2 dans les
lignées (Barthet et al., 2005). De plus, l'internalisation des récepteurs 5-HT4 semble
varier suivant le variant d'épissage du récepteur : I'isoforme (a) nécessite GRK2 alors
qu’elle n’est pas requise pour internaliser l'isoforme (b). Ces résultats soulignent
'importance des modifications post-traductionnelles situées sur le domaine C-terminal
des récepteurs 5-HT4 (Mnie-Filali et al., 2010).

Il semblerait que le devenir des récepteurs 5-HT4 endocytés soit assez atypique. Alors
que les RCPG sont généralement recyclés a la membrane ou dégradés, le récepteur
5-HT4 reste séquestré dans des endosomes périnucléaires pendant au moins 6 heures
(Barthet et al., 2005). Encore une fois, il semblerait que ce phénoméne soit variant-
dépendant puisqu’il concernerait I'isoforme (a) et non l'isoforme (b) (Mnie-Filali et al.,
2010). Le rOle du récepteur 5-HT4 dans ces compartiments intracellulaires reste a
I'heure d’aujourd’hui une question ouverte.

Une hypothése avancée par des résultats non publiés de I'équipe suggerent une
activation de la calcineurine et donc une libération de calcium médiée par une
activation intracellulaire du récepteur 5-HT4. D’autre part, une étude récente montre
que le récepteur B1-adrénergique, un récepteur de classe A comme le récepteur 5-HTy,
est capable de déclencher une signalisation intracellulaire via la protéine Gs et une
augmentation d’AMPc. En effet, son ligand I'épinéphrine est capable de traverser la
membrane plasmique et d’'aller activer des 1-AR localisés au niveau de I'appareil de
Golgi ou une signalisation PKA dépendante est alors déclenchée (Irannejad et al.,

2017). Ces résultats suggérent une signalisation intracellulaire R-5-HTs-dépendante.

5) La dimérisation des récepteurs 5-HT4

La découverte que les RCPG de classe C fonctionnaient obligatoirement en diméres
a soulevé la question de cette dimérisation pour les RCPG de classe A (Kniazeff et al.,
2011). Bien qu'il ait été montré que des monomeéres de RCPG de classe A couplaient
et activaient normalement les protéines G dans des vésicules lipidiques, les
conséquences fonctionnelles d’'une dimérisation de cette classe de RCPG méritent
d’étre questionnées (Whorton et al., 2007, 2008). D’autres hypothéses réfutent méme

I'existence de monomeéres de RCPG in vivo (Franco et al., 2016). In vivo, I'existence
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de diméres de RCPG de classe A a été démontrée grace a des ligands fluorescents
et des anticorps marqués (Albizu et al., 2010; Cottet et al., 2013). L’importance
fonctionnelle de tels diméres a été mise en évidence au sein de I'équipe. En effet,
I'hétérodimere 5-HT2a/mGIuR2 est nécessaire a la phosphorylation de la sérine 843
sur le récepteur mGluy, et promeut la signalisation Gj,. Cette hétérodimérisation est
cruciale dans l'intégration des effets des antipsychotiques (Murat et al., 2019).

Concernant le récepteur 5-HT4, 'homodimérisation ainsi qu'une hétérodimériation
avec le récepteur B2-adrénergique a été mise en évidence en systéme hétérologue
(Berthouze et al., 2005). De plus, l'activation des deux parties du dimére augmente
significativement le couplage a la protéine G. Enfin, d’autres expériences ont montré

qu’une seule protéine Gs était activée par le dimére (Pellissier et al., 2011).

F- 5-HT4 ET PATHOLOGIES

1) Le syndrome du célon irritable

Le syndrome du cblon irritable est une maladie chronique fréquente du systéme
gastro-intestinal dont les symptébmes sont principalement dordre digestifs :
ballonnements, crampes digestives, diarrhées et constipations. Cette maladie est
fortement associée a une diminution de la motilité du systéme gastro-intestinal et a un
déseéquilibre du microbiote intestinal.

La sérotonine, synthétisée a 90% dans I'appareil digestif, joue un réle majeur dans la
motilité gastro-intestinale (Kato, 2013). En effet, les récepteurs 5-HT3 et 5-HT4 sont
fortement impliqués dans cette motilité de l'appareil digestif, ainsi que dans la
neurogénese entérique pour le récepteur 5-HT4 (Boakye et al., 2012; Margolis et al.,
2016). De ce fait, les récepteurs 5-HT4 sont une cible de premier plan pour le
développement de composés visant a traiter les désordres liés a la motilité de
I'appareil digestif (Marcello Tonini & Pace, 2006).

L'action principale des récepteurs 5-HT4 dans I'appareil digestif consiste a augmenter
le réflexe péristaltique via la sécrétion d’acétylcholine (Pan & Galligan, 1994; M. Tonini
et al., 1989). Une fois stimulés, les récepteurs 5-HT4 présynaptiques des terminaisons
nerveuses cholinergiqgues myentériques induisent rapidement un potentiel post-
synaptique excitateur (EPSP), qui active les neurones post-synaptiques et augmentent

la motilité des neurones de lintestin via un relargage d’acétylcholine des neurones
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moteurs. Cette facilitation présynaptique a I'intérieur du circuit du réflexe péristaltique
semble étre le mécanisme majeur des effets bénéfiques des agonistes du récepteur
5-HT4 (Gershon, 2005; Jin et al., 1999; Nurgali et al., 2003).

Ainsi, plusieurs agonistes comme le cisapride, le mosapride ou le tegaserod ont été
utilisés pendant plusieurs années dans le traitement du syndrome du cdlon irritable,
avant que le cisapride et le tegaserod soient retirés du marché a cause des effets
indésirables sur le systéme cardiovasculaire pour les effets "dirty drugs" sur les canaux
hERG mentionnés plus haut. Néanmoins, le développement d’agonistes partiels avec
une meilleure affinité et une meilleure sélectivité pour le récepteur 5-HT4 est une piste

thérapeutique toujours d’actualité pour traiter les désordres intestinaux.

2) La dépression

La dépression est un trouble mental caractérisé par une baisse d’humeur, une faible
estime de soi et d'une anhédonie (perte de plaisir dans des activités normalement
senties comme agréables par I'individu).

Il est maintenant connu depuis plus de 35 ans que la transmission sérotoninergique
au niveau du systéme nerveux central joue un role clé dans les effets thérapeutiques
des antidépresseurs, traitement privilégié de la dépression. En effet, I'utilisation des
inhibiteurs de recapture de la sérotonine (SSRIs) chez des patients dépressifs a été
un succes. Plus spécifiquement, il semblerait que la 5-HT agisse en augmentant
I'inhibition du tonus exercé sur les récepteurs 5-HT1a post-synaptiques dans plusieurs
structures limbiques comme I'hippocampe (Haddjeri et al., 1998). Malheureusement,
I'amélioration sur 'lhumeur des patients dépressifs survient généralement a partir de 4
a 8 semaines de traitement. Cet effet est d a la présence d’autorécepteurs 5-HT1a
somatodendritiques responsables d’'une forte auto-inhibition de l'activité électrique
induite par la sérotonine, qui ont besoin d’étre désensibilisés (Artigas et al., 2002).
L’intérét de cibler les récepteurs 5-HT4 dans le contexte de la dépression est apparu
plus recemment. D’une part, certains agonistes du récepteur tels que le renzapride
sont capables de faciliter la sécrétion de sérotonine dans I'hippocampe (Ge & Barnes,
1996). D’autre part, une étude a montré I'existence d’'un polymorphisme du géne
codant pour le récepteur 5-HT4 humain. Une forte corrélation entre certains alléles et

la manifestation d’'un syndrome dépressif et/ou des désordres bipolaires a été

63



identifiée (Ohtsuki et al., 2002). De plus, I'analyse post-mortem de cerveaux de
victimes suicidées suite a une dépression a révélé des altérations dans les
concentrations d’AMPc et les sites de liaison au récepteur 5-HT4 (Rosel et al., 2004).

Par ailleurs, il semblerait que les traitements aux SSRI induisent une désensibilisation
des récepteurs 5-HT4 dans I'hippocampe, le striatum et la substance noire (Licht et al.,
2009; Vidal et al., 2009). Ces résultats suggérent que les SSRI induisent une activation
des récepteurs 5-HT4 et qu’ils seraient donc impliqués dans les effets antidépresseurs
des SSRI.

Enfin, plusieurs études montrent qu’un traitement avec un agoniste du récepteur 5-HT4
a des effets antidépresseurs rapides chez les rongeurs (Lucas et al., 2007; Mendez-
David et al., 2014; Pascual-Brazo et al., 2012; Samuels et al., 2016). Les récepteurs
5-HT4 constituent donc a I'heure actuelle une cible thérapeutique majeure dans le
développement de nouveaux antidépresseurs, qui pourraient avoir un délai d’action

plus rapide que les médicaments actuellement disponibles (Lucas, 2009).

3) La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est la plus fréquente des pathologies neurodégénératives au
niveau mondial et un enjeu majeur de santé publique pour les sociétés occidentales.
Les symptOmes principaux, caractérisés par les quatre « A », sont '’Amnésie (perte de
la mémoire), I'Aphasie (trouble du langage), I'Agnosie (non reconnaissance
d’objets/personnes) et I'Apraxie (difficultés a effectuer certains gestes). Chez les
patients atteints par la maladie d’Alzheimer, deux Iésions cérébrales sont
caractéristiques de la pathologie :
- Les plaques amyloides, agrégats denses de peptides amyloides B (AB) non
solubles.
- La dégénérescence neurofibrillaire, assemblage de protéines Tau
hyperphosphorylées ou anormalement phosphorylées.
Bien gqu’il soit admis que ces deux Iésions permettent de poser le diagnostic de la
maladie, I'ordre de leur apparition est sujet a une forte controverse au sein de la
communauté scientifique.
La formation du peptide AP provient du clivage successif d’'une protéine

transmembranaire, 'APP (Amyloid Precursor Protein). La protéine précurseur de
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'amyloide peut étre clivée via 2 voies majoritaires (Figure 17) :

- La voie amyloidogéne, ou I'APP est clivée par la protéase BACE1, une
B-sécrétase, pour donner un fragment extracellulaire soluble, le sAPPf3, ainsi
qu’un fragment transmembranaire, le CTF. Le clivage du fragment CTF[3 par
une y-sécrétase produit ensuite un fragment intracellulaire, le AICD (APP
Intracellular Domain) et le peptide AB qui existe sous 2 formes majoritaires :
ABao et ABs2 nommés ainsi en fonction de leur nombre d’acides aminés.

- La voie non-amyloidogéne, ou I'APP est clivée par une a-sécrétase, I'enzyme
majoritaire majoritaire dans le cerveau étant 'ADAM10 (A Desintegrin and
Metalloprotease 10), au sein de la séquence produisant I'AB. Ce clivage produit
un fragment transmembranaire, le CTFa, et un fragment extracellulaire, le
sAPPa. Le clivage du fragment CTFa par une y-sécrétase produit 'AICD dans

le milieu intracellulaire et un fragment extracellulaire, p3.

Voie non-amyloidogéne Voie amyloidogéne

sAPPa

lulai y-secretase
r ir
extracellulaire —
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—
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Figure 17 : Clivage de la protéine précurseur de 'amyloide (APP)
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Les seuls traitements contre la maladie d'Alzheimer, tous symptomatiques,
disponibles sur le marché a I'heure actuelle sont principalement des inhibiteurs
d’acétylcholinestérase. En effet, les populations de neurones cholinergiques font
partie des plus touchées chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer.
L’acétylcholine (ACh) étant un neurotransmetteur fortement impliqué dans les
processus de meémorisation et d’apprentissage, une inhibition de I'enzyme qui
dégrade I'ACh est une stratégie thérapeutique pertinente qui a fait ses preuves chez
les patients atteints de la maladie a des stades précoces. L'inhibition de I'enzyme qui
dégrade 'ACh permet de compenser la mort des neurones cholinergiques.

Les stratégies visant a inhiber BACE1, la y-sécrétase, ainsi que le développement
d’antiagrégants, ou d’anticorps dirigés contre les plaques amyloides ou le peptide
AB, de méme que les stratégies visant la protéine Tau ont toutes été infructueuses
lors de leur développement clinique. Cependant, une lueur d'espoir persiste avec les
annonces récentes de la compagnie Biogen dont I'étude de phase Il EMERGE qui
visait a tester I'aducanumab, un anticorps monoclonal contre les formes agrégeées
d'AB, semble positive. Ces résultats, dont la publication et la validation sont en
attente, renforcent la légitimité de I'hypothése amyloide comme causale dans la

maladie d'Alzheimer

Dans ce contexte, le récepteur 5-HT4 constitue une cible thérapeutique intéressante
dans le traitement de la maladie d’Alzheimer. En effet, les effets pro-cognitifs sur la
mémoire a court et a long terme des agonistes du récepteur 5-HT,4 ont été largement
documentés dans la littérature (Bockaert et al., 2004). Ces effets sur la mémoire sont
au moins partiellement dus a la capacité du récepteur a stimuler la libération
d’acétylcholine lorsqu’il est activé (Bockaert et al., 2008; Johnson et al., 2012; Mohler
et al., 2007). De plus, l'activation du récepteur 5-HT, diminue la production du
peptide AR dans des cultures primaires de neurones corticaux ainsi que dans le
modele hAPP/PS1 de souris Alzheimer (Cachard-Chastel et al., 2007; Tesseur et al.,
2013). Par ailleurs, I'activation du récepteur 5-HT, stimule la production du fragment
sAPPa, connu pour étre neuroprotecteur et neurotrophique, au détriment de I'A,
grace a 3 principaux mécanismes identifiés a ce jour (Chasseigneaux & Allinquant,
2012) :

- Via Tlactivation de Epac, Rap1, Rac et le facteur d'échange STEF

(Lezoualc’h, 2007).
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favorise la production du fragment sAPPa et qui est capable de dégrader les
plagues amyloides (Hashimoto et al., 2012; Yan et al., 2006).

- Via une association constitutive avec l'a-sécrétase ADAM10 qui n’est pas
dépendante de la production d’AMPc et donc du couplage avec la protéine Gs
(Cochet et al., 2013).
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Figure 18 : Voies stimulant la production de sAPPa via le 5-HT4

Les trois voies de stimulation de la production du sAPP « décrites dans la littérature sont représentées.
Aprés activation du récepteur, un mécanisme dépendant de la voie Gs et de I’ activation de Epac
augmente la production de sAPP «.. D’ autre part, I’ activation du récepteur stimule le clivage alpha-

sécrétase via une interaction physique avec ADAM10. Enfin, une activation du 5-HT4 entraine une
régulation positive de I'expression de MMP9, qui est capable d’effectuer un clivage alpha-sécrétase

également.

Ainsi, dans le modele de souris Alzheimer 5XFAD, un traitement chronique avec
'agoniste partiel du récepteur 5-HTs, le RS 67333, a permis une diminution des
plaques amyloides, une restauration des déficits cognitifs et une réduction de la
neuroinflammation associée a la maladie chez ces souris (Baranger et al., 2017;
Giannoni et al., 2013).

Ces effets positifs de I'activation du récepteur ont amené deux agonistes du récepteur
5-HT4 dans des essais cliniques de phase Il pour le traitement de la maladie

d’Alzheimer : le SL 650155 et le PRX-03140. Malgré des propriétés promnésiantes, le
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développement clinique de ces deux composés a malheureusement été interrompu
(Mohler et al., 2007; Moser et al., 2002; “Short Term Effects of PRX-03140 in Patients
With Mild Alzheimer’s Disease Being Treated With Aricept - ClinicalTrials.gov,” n.d.).

4) La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative chronique et progressive.
Les symptdbmes se caractérisent par des troubles moteurs, notamment des
tremblements au repos, une rigidité des membres, une bradykinésie (lenteur du
mouvement) et une instabilit¢ du maintien de la posture. Ces symptébmes sont
accompagnés de troubles cognitifs et psychiatriques, tous dus a une dégénérescence
de la voie dopaminergique nigro-striée. Ainsi, la maladie de Parkinson est provoquée
par une déplétion de la dopamine au niveau du systéme nerveux central. Bien qu’a
priori la modulation des récepteurs 5-HT4 ne joue pas un rdle dans la bradykinésie
induite par la maladie de Parkinson, la modulation des récepteurs pourrait avoir un
effet sur d’autres symptdomes de la maladie de Parkinson (dyskinésie, troubles de
’humeur, psychose etc.) (Ohno, Imaki, Mae, Takahashi, & Tatara, 2011b; Ohno,
Shimizu, Tokudome, Kunisawa, & Sasa, 2015). En effet, le récepteur 5-HT4 est localisé
dans la substance noire, et est impliqué dans la libération de dopamine (Bonhomme
et al., 1995; Waeber et al., 1994). De plus, la voie de signalisation AMPc/PKA/CREB
est connue pour son réle neuroprotecteur. Ce role a d’ailleurs été mis en évidence
dans un modéle de dégénérescence de culture de neurones dopaminergiques (Michel
& Agid, 1996). Enfin, plusieurs études montrent les effets bénéfiques de I'activation du
récepteur 5-HT4 sur les troubles cognitifs associés a la maladie de Parkinson. Par
exemple, 'activation des récepteurs 5-HT4 dans un modele de souris Parkinson facilite
I'extinction de la peur conditionnelle (Ishii et al., 2019). D’autre part, la modulation des
récepteurs 5-HT4 améliore la mémoire de travail dans un modéle de souris Parkinson

déplété en dopamine (Guo et al., 2019).

G-LES PROTEINES PARTENAIRES DU RECEPTEUR 5-HT4

Comme tous les RCPG, le récepteur 5-HT4 interagit avec de nombreuses protéines

partenaires qui vont réguler sa localisation subcellulaire et sa signalisation. L’existence
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d’'une dizaine de variants d’épissage du récepteur, dont tous sauf le (d) s’expriment
dans le cerveau et qui different dans la longueur et la composition en acides aminés
de leur extrémité C-terminale suggere que ces isoformes s’associent specifiquement

avec des protéines différentes.

1) NHERF

Comme décrit précédemment, les protéines de la famille NHERF sont souvent des
interacteurs des RCPG de par la présence de domaines PDZ. Ces protéines sont
également connues pour leur capacité a interagir avec les protéines de la famille ERM
(Ezrin-Radixin-Moesin) via leur domaine C-terminal. Les protéines de la famille ERM
jouent le role d’adaptateurs entre la membrane plasmique et le cytosquelette. Une
étude antérieure de I'équipe montre que le récepteur 5-HT4 interagit avec les protéines
NHERF. Les auteurs ont utilisé une approche de protéomique en utilisant le domaine
C-terminal des récepteurs 5-HTs@a) et 5-HTse comme appéat pour identifier les
protéines associées aux domaines C-terminaux de ces récepteurs (Joubert et al.,
2004). Les ligands PDZ présents sur les domaines C-terminaux des isoformes
R-5-HT4() et R-5-HT4() sont de 2 classes différentes, respectivement de classe | et de
classe Il, ce qui suggérait que les protéines recrutées soient différentes. Les résultats
montrent qu’en effet, le récepteur 5-HT4@) mais pas le R-5-HTa4) interagit avec NHERF
et SNX27. Il semblerait que le récepteur 5-HT4() colocalise avec NHERF au niveau
des microvillosités, ce qui induit le changement de conformation de I'ézrine, qui est
également recrutée au niveau des microvillosités. L'ézrine est un régulateur essentiel
de la morphologie cellulaire. Ces résultats montrent donc que l'interaction entre le
récepteur 5-HT4) et NHERF contribue a I'adressage du récepteur dans des régions
subcellulaires spécifiques et a une régulation de la morphologie de la cellule (Joubert
et al., 2004).

2) SNX27

La méme étude a montré que le récepteur 5-HT4a), mais pas le R-5-HT4p) ou le
R-5-HT4() interagit avec les protéines SNX27a et SNX27b. Les protéines SNX27
appartiennent a une famille de protéines dont le réle est, entres autres, d’adresser les

récepteurs présents a la surface cellulaire vers les endosomes. Plus récemment, la
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SNX27 a été impliquée dans la plasticité neuronale ou elle joue un réle dans
'adressage des récepteurs AMPA au niveau des synapses via un mécanisme
dépendant du calcium (Loo et al., 2014). L’interaction entre le R-5-HT4() et la SNX27
s’effectue par un mécanisme dépendant du domaine PDZ. Une surexpression de la
SNX27a redirige une partie du R-5-HT4@) de la membrane vers les endosomes
précoces (Joubert et al., 2004). Etant donné que récepteur 5-HT4 se désensibilise
rapidement dans les neurones avant d’étre séquestré, et que la SNX27 semble étre
un acteur majeur du recrutement du récepteur dans ces compartiments, il est possible
que la SNX27 puisse moduler la signalisation de cette isoforme du récepteur en
I'assignant a une localisation subcellulaire spécifique (Barthet et al., 2005).
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Figure 19 : Différentes protéines PDZ interagissent avec les R-5-HT 4, et (¢

Les protéines Veli, MPP3, NHERF et SNX27a interagissent avec les acides aminés SCF de I'extrémité
C-terminale de l'isoforme (a) alors que les protéines nNOS, CIPP et Sec23 interagissent avec les acides

aminés EPV de I'extrémité C-terminale de l'isoforme (e).
3) APP et ADAM10
Il'y a plus d’'une dizaine d’années, I'équipe de F. Lezoualc'h a montré que l'activation

du récepteur 5-HT4 promeut lactivité alpha-sécrétase et donc le clivage non-

amyloidogéne de la protéine précurseur de 'amyloide (APP) et la sécrétion de sAPPa
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via un mécanisme dépendant de l'activation de Epac (Robert et al., 2005). Plus
récemment, notre équipe a mis en évidence une interaction entre le récepteur 5-HTy,
'APP et I'a-sécrétase majoritaire dans le cerveau : 'ADAM10. Dans des neurones
corticaux et dans des cellules HEK-293, I'expression du récepteur 5-HT4 augmente la
sécretion de sAPPa. De plus, I'activation du récepteur stimule cette production de
sAPPa de maniére plus importante. || semblerait que l'effet constitutif ne soit pas
dépendant de la voie Gs ni de Epac, tandis que l'effet des régulé par les agonistes est
G-dépendant. Enfin, des expériences de co-immunoprécipitation ont mis en évidence

une interaction physique entre le récepteur 5-HT4 et TADAM10 (Cochet et al., 2013).

4) P11

p11 ou S100A10 (S700 calcium-binding protein A10) est un membre de la famille des
protéines S100 qui présente des motifs EF hand qui se lient au calcium. Ces protéines
régulent plusieurs processus cellulaires dont I'exocytose et I'endocytose en
réorganisant les filaments d’actine. De par son interaction avec le récepteur 5-HT g et
les canaux sodiques Nav1.8, des travaux ont étudié l'implication de p11 dans des
processus neurologiques comme la dépression et la nociception (Okuse et al., 2002;
Svenningsson et al., 2006). Ces études ont montré que p11 était surexprimé dans le
cerveau des rongeurs apres traitement avec des antidépresseurs. A l'inverse, les
niveaux de p11 sont diminués dans des modéles de souris dépressives ainsi que dans
le cerveau de patients déprimés. Les souris KO pour le géne codant pour p11
présentent une réponse diminuée a la stimulation des récepteurs 5-HT+g. De plus, une
surexpression de p11 dans des lignées cellulaires augmente le nombre de récepteurs
5-HT+g a la surface cellulaire (Svenningsson & Greengard, 2007; Svenningsson et al.,
2013).

Plus récemment, une interaction entre le récepteur 5-HT4 et p11 a été mise en
évidence. Aprés avoir identifié le récepteur 5-HT4 comme interacteur de p11 par
criblage double-hybride de levure, les auteurs ont montré que les deux protéines
colocalisent dans des coupes de cerveau de souris. Par le méme mécanisme que pour
le 5-HT+1g, une surexpression de p11 en systéme hétérologue augmente I'expression
du 5-HT4 a la membrane alors que le 5-HT4 est moins exprimé a la membrane dans
les cellules de souris knock-out (KO) pour p11. Par ailleurs, une coexpression de p11

et du récepteur 5-HT4 facilite la signalisation du récepteur comme en témoignent
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'augmentation d’AMPc et de la phosphorylation de ERK1/2 apres stimulation par
rapport a la condition ou seul le récepteur est exprimé. Comme évoqué
précédemment, 'administration chronique de lI'agoniste RS 67333 induit des effets
antidépresseurs chez la souris. Dans cette étude, l'effet du RS 67333 n’induit pas
d’effet antidépresseur dans les souris KO pour p11 (Warner-Schmidt et al., 2009).

Ces résultats montrent que p11 est un modulateur de la localisation et de la

signalisation du récepteur 5-HT.

H-5-HT4 ET INSULINE

L’insuline est une hormone protéique sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans dans le pancréas. Elle intervient dans la régulation centrale de
nombreuses fonctions et comportements tels que le métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines, le comportement alimentaire ou encore la cognition. Dans le
cerveau, les récepteurs de l'insuline sont exprimés majoritairement dans I'encéphale,
en particulier dans I'hypothalamus (Bruning et al., 2000). Cependant, il a été montré
plus récemment que la signalisation de linsuline régulait le métabolisme et le
comportement dans d’autres régions cérébrales comme I'hippocampe et I'amygdale,
deux régions ou le récepteur 5-HT4 est exprimé (Derakhshan & Toth, 2013; Soto et al.,
2019). De plus, plusieurs équipes ont montré dans des modéles de rongeurs que
'administration d’insuline exercait des effets antidépresseurs via une action au niveau
de I'hippocampe, et que la dépression et le diabéte de type 2 partageaient des
mécanismes pathogéniques communs (Burgdorf et al., 2016; Lyra e Silva et al., 2019;
Zemdegs et al., 2019). Par ailleurs, la sérotonine, via le récepteur 5-HT4, la protéine
Src, et l'insuline partagent une voie de signalisation commune : la voie PI3K/Akt
(Cowen, 2007). Il semblerait que la phosphorylation d’Akt induite par la 5-HT soit
atténuée dans des conditions d’insulino-résistance ce qui suggére un dialogue entre
les voies de signalisation de l'insuline et de la sérotonine (Papazoglou et al., 2012).
D’autre part, une autre étude montre une localisation du récepteur 5-HT4 au niveau du
pancréas ou il jouerait un réle dans la stimulation de la sécrétion d’insuline (Chen et
al., 2016a). D’autres résultats montrent une augmentation rapide du glucose dans le
sang de patients atteint de diabéte de type 2 apres administration de mosapride, un
agoniste des récepteurs 5-HT4 (Ueno & Satoh, 2009).

L’insuline a également attiré I'attention des chercheurs pour son réle éventuel dans la
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maladie d’Alzheimer. En effet, le diabéte est un facteur de risque pour la MA, et une
réduction de la signalisation de l'insuline est une caractéristique des patients atteints
de MA, méme en l'absence de diabéte de type 1 ou type 2 systémique. Cette
caractéristique a d’ailleurs incité certains chercheurs a faire référence a la maladie
d’Alzheimer comme un diabéte de type 3 (Monte, 2014; Steen et al., 2005). En outre,
des études montrent qu’une stimulation d’insuline induit le trafic de 'APP du réseau
trans-Golgi vers la membrane plasmique ou il se produit une libération d’AB, et qu’elle
inhibe I'accumulation intracellulaire d’A et sa dégradation enzymatique (Gasparini et
al., 2001; Watson et al., 2003). Une dérégulation de la signalisation de l'insuline induit
une diminution de la clairance des peptides AR dans le cerveau. De plus, une
accumulation d’AB diminue I'affinité de I'insuline pour son récepteur, et les oligoméres
d’AB désensibilisent les récepteurs de l'insuline (Ling et al., 2002; Xie et al., 2002).
D’autres effets sur la phosphorylation de tau, et I'implication de la résistance a I'insuline
dans le stress oxydant associé a la maladie d’Alzheimer on été décrits (Monte, 2014).
Enfin, l'injection de streptozotocine chez le rat provoque des déficits cognitifs, une
résistance a I'insuline dans le cerveau et une neurodégénération similaire a la maladie
d’Alzheimer (Lester-Coll et al., 2006).

Tous ces travaux montrent un cross-talk entre la signalisation sérotoninergique et la
signalisation de I'insuline, ainsi qu’un role de I'insuline dans la maladie d’Alzheimer, ou

le récepteur 5-HT4 est également une cible thérapeutique d’intérét.

VI- Le récepteur 5-HT6

A- HISTORIQUE

Autre membre de la famille des récepteurs sérotonergiques, le récepteur 5-HTe a été
découvert plus tardivement que le récepteur 5-HT4. Identifié initialement dans une
lignée de cellules de souris, les cellules NCB-20, ce récepteur avait des propriétés
pharmacologiques des récepteurs 5-HT4c et 5-HT4 (Conner & Mansour, 1990). On lui
a donc donné le nom de 5-HTe et les données pharmacologiques sont devenues plus
claires lorsqu’il a été cloné pour la premiére fois en 1993 chez le rat (Ruat et al., 1993).

Rapidement, on a constaté des différences dans le comportement pharmacologique
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de plusieurs molécules en fonction de I'espéce. Par exemple, le LSD, qui est un
agoniste partiel des récepteurs 5-HTs chez ’'hnomme ou chez le rat, est un agoniste
plein chez la souris (Boess et al., 1997). Le ligand RO 04-6790, qui se lie aux
récepteurs 5-HTs chez 'homme et le rat, ne se lie pas au récepteur 5-HTs murin (Hirst
et al., 2003).

B- LOCALISATION ET FONCTION

Les récepteurs 5-HTe sont exclusivement localisés dans le systéme nerveux central
mais a l'instar des données pharmacologiques, leur distribution dans le cerveau est
trés variable en fonction des espéces (Setola & Roth, 2003). Chez 'homme, des
expériences d’autoradiographie avec un antagoniste tritié du récepteur 5-HTe sur des
cerveaux post-mortem de plusieurs individus ont montré une localisation dans le
striatum, le noyau caudé, le putamen, I'accumbens, I'hippocampe et le cortex
préfrontal (Marazziti et al., 2012). Chez les rongeurs, une localisation neuronale dans
le cil primaire a été démontrée par plusieurs études (Brailov et al., 2000; Brodsky et
al., 2017). Il semblerait que I'administration d’'un antagoniste du récepteur 5-HTe régule
la morphologie du cil primaire dans les neurones du striatum de souris. Cette
localisation subcellulaire bien spécifique est due a une séquence d’adressage située
dans la boucle i3 du récepteur, et semble jouer un réle clé dans la pousse neuritique
et la migration des interneurones durant le neurodéveloppement chez la souris
(Berbari et al., 2008; Duhr et al., 2014; Jacobshagen et al., 2014). L’interaction entre
le récepteur 5-HTs et la kinase Cdk5 est nécessaire a ces effets.

D’autres études démontrent un potentiel thérapeutique de la modulation des
récepteurs 5-HTs dans des modéles animaux. Par exemple, I'administration
d’agonistes et d’antagonistes du récepteur a des effets antidépresseurs, anti-obésité
ou des effets positifs sur la cognition (Dawson & Li, 2003; Frassetto et al., 2008;
Kotanska et al., 2018; Meneses, 2001; Rogers & Hagan, 2001). Les récepteurs 5-HTs
semblent également impliqués dans I'analgésie, la régulation du sommeil, I'épilepsie,
les mécanismes de I'addiction, le suicide, le dépassement de soi ou la maladie de
Parkinson (Azenha et al., 2009; Castafieda-Corral et al., 2009; Ferguson et al., 2008;
Freitas et al., 2009; Ham et al., 2004; Kindlundh-Hogberg et al., 2006; Messina et al.,
2002; Morairty et al., 2008). Les effets procognitifs des antagonistes du récepteur

5-HT6 ont permis de I'envisager comme une cible thérapeutique prometteuse dans le
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contexte de la maladie d’Alzheimer. En effet, l'idalopridine, un antagoniste des
récepteurs 5-HTs, a longtemps suscité I'espoir jusqu’a son échec récent lors de
plusieurs essais cliniques de phase 3, en co-administration avec un inhibteur
d’acétylcholinestérase (Atri et al., 2018). En plus des effets pro-cognitifs liés au
blocage des récepteurs 5-HT6, l'idalopirdine inhiberait le cytochrome CYP206 ce qui
permettrait d’augmenter la biodisponibilité du donepezil, un inhibiteur
d’acétylcholinestérase (Marcos et al., 2008). Toutefois, il semblerait que le donepezil
ait une interaction pharmacodynamique négative avec les antagonistes 5-HTe
(Roberts et al., 2012). Cela laisse la porte ouverte a d’autres stratégies thérapeutiques
ciblant les récepteurs 5-HTsg, telles que I'utilisation de ligands multi-cibles (Multitarget-
directed ligands ou MTDLs), mais nous reviendrons sur cet aspect dans la partie
résultats.

Récemment, une étude réalisée au sein de de I'équipe a montré que le récepteur
5-HTe interagit avec la neurofibromine (Nf1), un suppresseur de tumeur. La mutation
du géne NF1 provoque une maladie génétique, la neurofiboromatose de type 1 qui
provoque des neurofibromes, tumeurs localisées le long des nerfs, ainsi que des
troubles cognitifs. |l semblerait que des mutations présentes chez les patients atteints
de neurofibromatose de type 1 affectent l'interaction entre le récepteur 5-HTs et Nf1
dans des neurones de souris et des cellules humaines. Dans un modele animal de la
maladie, caractérisé par des troubles de la mémoire, la production d’AMPc induite par
l'activation du récepteur 5-HTe en est affectée. Ces résultats font du récepteur 5-HTs
une cible thérapeutique intéressante pour traiter les troubles cognitifs observés chez
les patients atteints de Neurofiboromatose de type 1 (Nadim et al., 2016).

Par ailleurs, le blocage des récepteurs 5-HTes apparait comme une stratégie
thérapeutique pertinente pour traiter des maladies psychiatriques comme la
schizophrénie, bien que son role précis reste a éclaircir (Leng et al., 2003; Zhu Li et
al., 2007; Meffre et al., 2012; Mitchell & Neumaier, 2008; Rodefer et al., 2008).

C-VOIES DE SIGNALISATION

Le récepteur 5-HTs est un RCPG couplé a la protéine Gs. L’activation du récepteur
stimule donc l'activité de I'AC, ce qui induit I'activation de la voie de signalisation en
aval de la PKA. Le récepteur 5-HTs a connu un fort intérét lorsque I'on a découvert que

de nombreux antipsychotiques et antidépresseurs avaient pour effet de bloquer la
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stimulation de I'AC dépendante de l'activation du 5-HTe. Le développement de
plusieurs ligands spécifiques ont par la suite permis de comprendre que la
signalisation du récepteur 5-HTs dépendait principalement de l'activation de 2 sous-
types d’AC, 'AC2 et I'AC5, bien que la cascade de signalisation ne soit pas
entiérement bien comprise (Baker et al., 1998; Nawoschik et al., 2007).

L’activation du récepteur 5-HTe conduit également a l'activation de ERK1/2. Le
recrutement de Fyn (une kinase de la famille de Src) par le domaine C-terminal du
récepteur est nécessaire a cette activation. L’activation du R-5-HTs induit la
phosphorylation de Fyn, qui va activer la voie de signalisation Ras-MEK-ERK1/2. Cette
voie de signalisation est partiellement dépendante de PKA et de Rap1 (Hyung-Mun et
al., 2007). D’autre part, le récepteur 5-HTs est aussi capable de recruter Jab1 (Jun
activation domain-binding protein 1) ce qui va transloquer Jab1 du cytoplasme au
noyau ou il se lie a c-Jun et induit sa phosphorylation (Yun et al., 2010). Les
mécanismes responsables de l'interaction directe avec Fyn ou Jab1 ne sont pas
encore entierement élucidés. Par ailleurs, 'activation du récepteur 5-HTs induit une
réduction des courants entrants via les canaux K+ dans les interneurones
cholinergiques du striatum (Bonsi et al., 2007).

Plus récemment, I'association du récepteur 5-HTs avec d’autres protéines comme
Map1B-LC1, qui augmente I'expression du récepteur a la membrane ou SNX14 et
Nova-1, qui induisent son endocytose et sa dégradation, a été mise en évidence (Ha
et al., 2015; Kim et al., 2014, 2019).

Enfin, 'engagement d’'une signalisation cellulaire via la protéine mTOR apres
stimulation du récepteur 5-HTs a été montrée par une approche de protéomique non-
biaisée. L'interactome du récepteur 5-HTs révéle un enrichissement de plusieurs
protéines appartenant a la voie de signalisation mTOR. |l semblerait que I'extrémité C-
terminale du récepteur 5-HTe interagisse physiquement avec mTOR, ce qui induit son
activation dans des modeles de cellules exprimant transitoirement le récepteur ainsi

que dans le cortex préfrontal et le striatum de souris (Meffre et al., 2012).
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Figure 20 : Principales voies de signalisation du récepteur 5-HT¢

Le récepteur 5-HTs est couplé positivement a la voie AC/AMPCc via la protéine Gas. Sa stimulation inhibe
les canaux GIRK dans les neurones. Il active également des kinases de qui résulte en une
phosphorylation de ERK ou une translocation de Jun dans le noyau. Son domaine C-terminal interagit
aussi avec Cdk5, le complexe mTOR ainsi que les protéines SNX14 et Noval qui induisent son

endocytose.
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Chapitre I

Les nanobodies comme outils

d'étude des RCPG



I- Découverte des nanobodies

Les nanobodies ont été découverts de maniere fortuite en 1989 a I'Université libre de
Bruxelles par les immunologistes R. Hamers et C. Casterman (Hamers-Casterman et
al., 1993). Durant des travaux pratiques de biologie, un binbme d’étudiants devait
extraire des anticorps a partir de sérum humain. Pas trés motivés a I'idée de reproduire
cette expérience réalisée de nombreuses fois et dont le résultat était documenté dans
leurs livres, et dans un contexte de développement de I'épidémie du SIDA, leur
enseignant leur proposa de travailler sur du sérum de dromadaire qui était stocké dans
le congélateur du laboratoire. Cette expérience exotique motiva les étudiants qui
commencerent a travailler sur leur séparation d’anticorps. En plus de la distribution
habituelle des immunoglobulines, ils découvrirent un groupe d’anticorps plus petits qui
ne correspondaient pas a quelque chose de connu, ces anticorps étant dépourvus de
chaines légéres. Par la suite, R. Hamers et C. Casterman commencérent a
caractériser cette nouvelle classe d’anticorps qui étaient des variants dégradés
d’anticorps conventionnels. |l aura fallu un voyage en Afrique et deux ans
d’expérimentations pour confirmer la découverte (Gross, 2008). Par la suite, ces
anticorps furent identifiés dans d’autres camélidés comme les chameaux et les lamas.
En 1995, ils furent découverts chez le requin-nourrice mais une analyse évolutionnaire
montra que les camélidés et les requins avaient évolué de maniere indépendante
(Greenberg et al., 1995; V. Nguyen et al., 2002). L’explication la plus plausible de
I'émergence des nanobodies chez ces espéces est leur besoin de cibler des épitopes

inaccessibles pour des anticorps conventionnels (Flajnik et al., 2011).

II- Structure des nanobodies

En plus de leur petite taille représentant 1/10°™ de celle d’une IgG (Immunoglobuline)
conventionnelle, la caractéristique majeure des nanobodies est que leur paratope est
constitué d’'un seul domaine variable nommé VyH (heavy chaine only variable domain).
Ce domaine est formé par une unique chaine peptidique qui conserve la méme
diversité de répertoire et les mémes caractéristiques d’affinité que des anticorps

classiques.
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Figure 21 : Structure d’une IgG humaine et des anticorps de camélidés

Un anticorps VHH ou nanobody (également appelé sdAb pour single domain antibody) correspond a la
région variable d’'une chaine lourde d’'un anticorps de camélidés. Sa taille est 10 fois inférieure a celle

d’'une immunoglobuline humaine.

Contrairement aux anticorps conventionnels, les nanobodies sont plus résistants a la
chaleur et stables dans des détergents. lls sont également moins lipophiles et plus
solubles dans I'eau. Ces propriétés permettent a leur région CDR3 (Complementary
Determining Region 3), impliquée dans la reconnaissance de I'épitope, de couvrir le
site lipophile qui se lie normalement a une chaine légere. Une étude montre que
certains VyH peuvent survivre a des températures de 90°C sans perdre leur capacité

a lier leur antigéne (Van Der Linden et al., 1999).

Les camélidés produisent deux types d’anticorps en plus des immunoglobulines
classiques :

- Des homodiméres de chaines lourdes (IgG2 et IgG3) également appelés

HCAbs (Heavy Chain only Antibodies) formés de trois domaines. Le domaine

CHy4, ainsi que les chaines légéres (CL et VL) sont absentes. Il semblerait que

'absence de domaine CH4 vienne de I'absence de chaines légéres. En effet,

une interaction entre le domaine CH+ des chaines lourdes et des protéines

chaperonnes permet la rétention du complexe dans le RE. Ce sont les chaines
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légéres qui vont déplacer les chaperonnes et permettre aux IgG d’étre
sécrétées. Il est donc nécessaire que le domaine CH; soit tronqué pour
permettre la sécrétion d’IgG2 et IgG3 (Vincke et al., 2012)

Ainsi, le domaine variable VyH est directement relié a la charniére (ou hinge
en anglais) qui les relie au fragment Fc constitué des domaines CH> et CHjs et
similaire a celui des IgG conventionnelles. La taille du hinge permet de classer
les 1IgG en deux catégories : les IgG2 ont une chaine de 15 a 35 acides aminés

et les IgG3 ont 12 acides aminés.

- Des sdAb (appelés Nanobodies en raison de leur petite taille) constitués du
domaine globulaire d’lgG appelé VhH. Un VHH est une chaine peptidique
d’environ 110 acides aminés, qui est capable de reconnaitre un épitope avec
la méme efficacité qu’'un anticorps composé de chaines légéres et chaines

lourdes (S. Muyldermans et al., 1994).

Des expériences de cristallisation montrent que les nanobodies sont agencés en deux
ensembles de quatre et cinq feuillets B antiparalléles, qui leur permettent d’adopter le
repliement caractéristique des immunoglobulines (Serge Muyldermans et al., 2001).
Les VHH et les Vi1 sont composés de quatre séquences conservees, les Framework
Regions (FR) entourant trois régions hypervariables, les Complementary Determining
Region (CDR). Il existe des différences dans la composition en acides aminés de ces
régions. Par exemple, le CDR1 et le CDR3 des VHH est plus long que celui des Vi, ce
qui leur permet d’avoir une diversité paratopique équivalente a celle des Vx (Conrath
etal., 2003; V. K. Nguyen et al., 1998). De plus, la forme convexe des VyH leur permet
de reconnaitre préférentiellement des antigénes concaves, alors que les Vy sont plus
plats et reconnaissent plutét des antigénes plans ou convexes (De Genst et al., 2006).
Par ailleurs, la région FR2, trés conservée chez les Vu, contient de nombreux résidus
hydrophobes servant de points d’ancrages au domaine V.. lls sont absents chez les
VuH qui contiennent plutét des résidus hydrophiles, améliorant ainsi leur solubilité (S.
Muyldermans et al., 2009). Enfin, un pont disulfure peut se former entre les CDR1 et
les CDR3 des VyH grace a des résidus cystéines (voir figure 22, bande jaune), ce qui
permet le repliement des boucles CDR (De Genst et al., 2006).

Il est aussi important de souligner que les trois CDR des domaines VH et les trois CDR

des domaines V. contribuent a parts égales a la reconnaissance de I'épitope dans une
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immunoglobuline, alors que pour les VyH, le CDRS3 est fortement impliqué dans le
contact avec I'épitope puisqu’il contribue pour 60 a 80% (S. Muyldermans et al., 2009).

VH| FR1 |cDR1| FR2 |cDR2| FR3

VHH| FR1 | cDR1 |I FR2 |CDR2| FR3

(D

Figure 22 : Comparaison des séquences de V4 et V4H et structure tertiaire des
VHH

Les Vu et VuH sont composés de quatre régions FR et trois régions CDR de tailles différentes. Les

F42
E49
R50
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étoiles rouges représentent les résidus conservés chez les VyH. Un pont disulfure représenté en jaune
relié¢ parfois le CDR1 et le CDR3 des VuH. Inspiré de Muyldermans, 2013, Annual Review of

Biochemistry.
lll- Réarrangement des génes

L’'impressionnante diversité du répertoire des anticorps provient du réarrangement des
genes VDJ (Variable-Diversity-Joining) appelé recombinaison VDJ et de
I'hypermutation somatique dans les cellules B matures.

La recombinaison VDJ se produit au cours du développement des cellules B. Les
immunoglobulines sont composées de chaines lourdes et de chaines légéres
contenant chacune une partie constante (C) et une partie variable (V). Les parties
variables des immunoglobulines sont codées par des géenes qui comportent 3 types
de segments : V, D et J. Dans les cellules souches, les chaines lourdes sont obtenues

par recombinaison des fragments V, D et J tandis que les chaines Iégéres sont
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obtenues par recombinaison des fragments V et J, en amont des séquences codant
pour les domaines constants CH1 et CHs.

Chez les camélidés, certains génes sont dédiées a la production des domaines
constants des immunoglobulines, qui ne sont pas les mémes que ceux utilisés pour
les anticorps conventionnels (Woolven et al., 1999).

Pour obtenir des anticorps sans chaines légéres (HCAbs), des fragments V
spécifiques sont réarrangés avec des fragments D et J classiques. Chez les
camélidés, la séquence nucléotidique de I'exon codant pour la région CH+ est bel et
bien présente, mais une mutation ponctuelle entraine I'élimination de cette région par
épissage de 'ARNm (Acide Ribonucléique messager). Il semblerait que cet épissage
unique ne soit pas d( a des facteurs cellulaires propres aux camélidés puisqu'il a été
possible de générer des HCAbs fonctionnels dans une lignée cellulaire de souris (V.
K. Nguyen et al., 2003).

Les domaines CDR3 des VHH sont générés a la jonction des fragments V-D-J, par des
fragments D et J qui sont les mémes que ceux utilisés pour générés des Vu. Dans
cette optique, il est assez surprenant que les ViH possédent des domaines CDR3 plus
longs que les VH. L’hypothése la plus probable est que des VyH avec des domaines
CDR3 courts soient produits, mais qu’ils ne soient pas sélectionnés lors de
I'amplification clonale des lymphocytes qui suit 'exposition a I'antigéne.

Il semblerait également que les génes codant pour les ViH (mais pas ceux codant
pour les VH) contiennent parfois des séquences particuliéres (palindromes,
séquences signal de recombinaison des Ig) qui sont reconnues comme instables ou
qui favorisent des événements comme la recombinaison de 'ADN ou la conversion
génique. Ces éléments accéléreraient I'évolution des génes et donc I'expansion du
répertoire codant pour les VuH (V. K. Nguyen et al., 2000; V. Nguyen et al., 2002). De
plus, ils seraient aussi responsables de I'édition des récepteurs des cellules B par un
meécanisme de conversion génique. En effet, 'analyse des séquences d’ADNc de VHH
obtenues aprés phage display contre un antigéne donné révéle parfois une
redondance des séquences de la région CDR3 (donc une recombinaison V-D-J
similaire) avec des domaines CDR1 et CDR2 différents.

La diversité du répertoire des anticorps est également due a I'hypermutation
somatique qui intervient dans les organes lymphoides périphériques. Lorsque les
cellules B sont exposées a un antigéne, les populations d’anticorps sont soumises a

des mutations ponctuelles a trés haute fréquence puis sélectionnées par liaison a

83



'antigéne. Ce phénomeéne de maturation de la population d’anticorps par affinité est
un mécanisme clé du systéme immunitaire. La région CDR1 des Vy contient des
acides aminés trés conserves. Dans les génes codant pour les VyH, certains acides
aminés de la région CDR1 sont substitués, ce qui crée deux hotspots d’hypermutation
somatique supplémentaire. Ainsi, bien qu’ils soient dépourvus de la diversité liée a la
combinaison de domaines Vh et V., les V4H possédent un répertoire comparable aux

immunoglobulines conventionnelles (V. K. Nguyen et al., 2000).

Locus H du génome
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Figure 23 : Représentation schématique du locus H du génome des camélidés

Le locus H contient de multiples variants des génes IGHV1, IGHV4 et IGHV3 qui codent pour les V.
En aval, il y a un cluster de génes D et J, puis les génes codant pour les parties constantes : IGHM,
IGHD (non représenté), IGHG2, IGHG1, puis IGHE et IGHA (non représentés). Durant la lymphopoiése,
un géne IGHV3H est réarrangé avec un élément D et un élément J du méme locus pour former un
domaine VuyH et éventuellement coexprimé avec un géne IGHG2 ou IGHG3 pour former un HCADb.
L’exon CH1 est éliminé durant I'épissage de TARNm. Inspiré de Muyldermans, 2013, Annual Review of

Biochemistry.
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IV- Propriétés et avantages des nanobodies

Les nanobodies sont généralement obtenus aprés immunisation de I'animal, clonage
du répertoire des génes V issu des lymphocytes présents dans le sang, et sélection
par phage dispay. |l est possible d’obtenir des nanobodies spécifiques a un antigéne
en immunisant I'animal avec des protéines utilisées comme immunogéne mais aussi
en utilisant d’autres stratégies comme l'injection d’ADN ou encore le prime-boost qui
consiste a injecter TADN codant pour un antigéne puis la protéine recombinante (Koch-
Nolte et al., 2007). Etant donné leur petite taille, les VuH sont codés par des génes
d’environ 360 paires de bases ce qui permet d’amplifier facilement par PCR
(Polymerase Chain Reaction) des banques supérieures a 10° clones, représentatives
de la diversité du répertoire des cellules B présentes dans un échantillon de sang de
50 ml. Il est également possible d’obtenir des nanobodies spécifiques a un antigéne a
partir de banques naives ou synthétiques, mais ces banques doivent étre plus grandes
(> 10° clones). La sélection des nanobodies spécifiques a un antigéne se fait ensuite
par un protocole de phage display, ou d’autres protocoles de sélection comme le
bacterial display, yeast display, ribosome display ou intracellular 2 hybrid selection
(Pellis et al., 2012). Le phage display est néanmoins privilégié de par la robustesse de
la technique.

L’expression des nanobodies a haut niveau est également possible dans des
microorganismes, des lignées cellulaires, ou des plantes. Il est possible d’exprimer les
nanobodies dans des bactéries et d’utiliser un peptide signal de sécrétion dans le
périplasme. L’'environnement oxydant du périsplasme permet le repliement correct des
nanobodies et la formation des ponts disulfure. De plus, la purification avec un tag
hexa-histidine est facilitée car on s’affranchit alors de la plupart des contaminants
présents dans le cytoplasme. La durée de conservation des nanobodies est excellente.
lls peuvent étre stockés des mois a 4°C tout en gardant pleine leur capacité de liaison
a I'antigéne. Des incubations a 37°C pendant plusieurs semaines sont aussi tolérées
(Arbabi Ghahroudi et al., 1997). lIs résistent a la dénaturation chimique et thermique,
a des hautes concentrations d’urée ou de détergents, voire a la dégradation par la
pepsine ou la chymotrypsine aprés ajout d’un pont disulfure (Hussack et al., 2011).
Cette haute stabilité a permis d’envisager des applications inaccoutumées comme leur
utilisation en tant que biosenseurs pour détecter des biomarqueurs dans des tests

urinaires par exemple (Leow et al., 2017).
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Par ailleurs, leur petite taille, leur clairance rapide dans le sang ainsi qu’'une homologie
de séquence avec les V4 humains en font de faibles immunogénes comme l'attestent
plusieurs études montrant 'absence de réponse immunitaire apres leur injection chez
'homme ou la souris (Baral et al., 2006; Coppieters et al., 2006). Cela a permis
d’envisager leur utilisation en thérapeutique humaine.

La forme convexe du paratope des nanobodies leur permet de s’associer
préférentiellement avec des antigénes concaves, comme les sites actifs des enzymes.
Ainsi, plusieurs nanobodies peuvent affecter l'activité catalytique des enzymes.
Certains se comportent comme des inhibiteurs allostériques négatifs mais d’autres
peuvent stabiliser la conformation active des enzymes et ainsi enclencher leur activité
enzymatique (Oyen et al., 2011; Saerens et al., 2004; Transue et al., 1998). Leur petite
taille leur permet de passer la barriere hémato-encéphalique et leur confére une
pénétration tissulaire largement supérieure aux anticorps conventionnels (Smolarek et
al., 2012). lls peuvent également accéder a des épitopes dans des cavités qui sont
inaccessibles pour des immunoglobulines classiques.

De plus, leur forme monomérique permet aussi de les associer sous forme de
multiméres. Par exemple, ['association de deux nanobodies identiques ou
reconnaissant deux épitopes différents d'un méme antigéne permet d’augmenter
lavidité ou laffinité. D’autre part, l'utilisation d’'un tandem de deux nanobodies
(diabody) ciblant des antigénes différents peut avoir des applications intéressantes. A
titre d’exemple, l'utilisation d’'un nanobody bispécifique ciblant I'albumine et un autre
antigene peut permettre d’augmenter sa demi-vie dans le sang pour une utilisation en

thérapeutique humaine (Bannas et al., 2017).

V- Applications des nanobodies

A- EN IMMUNOHISTOCHIMIE

La génération de nanobodies se liant a des antigénes variés avec une haute affinité
permet la caractérisation de cibles cellulaires diverses allant de molécules de
signalisation intracellulaire a des biomarqueurs de pathologies. Leur capacité a se lier
a des épitopes inaccessibles pour des immunoglobulines classiques a permis le

développement d’outils robustes en immunohistochimie, notamment en biologie des
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RCPG. En effet, le manque d’anticorps spécifiques a de nombreux RCPG est criant,
notamment ceux de classe A qui sont faiblement immunogénes et possedent un
domaine extracellulaire court. Le développement de nanobodies ciblant des RCPG a
eté rendu possible grace aux propriétés intrinseques de cette classe d’anticorps, qui
est capable de se lier a des antigénes concaves et d’atteindre des épitopes dans des
cavités accessibles grace a leur taille dix fois inférieure a celles des anticorps
conventionnels. Ainsi, la conjugaison de fluorophores ou de radioisotopes au
nanobody permet la détection d’antigénes in vitro ou in vivo.

Bien qu’aucun nanobody n’ait encore été utilisé pour réaliser de I'imagerie de RCPG
in vivo, ils ont étés utilisés avec succeés pour visualiser des récepteurs tyrosine kinase.
Par exemple, l'utilisation de nanobodies conjugués a des fluorophores ou des
radioisotopes ciblant les récepteurs EGFR ou HER-2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2) est décrite dans plusieurs études (van Driel et al., 2014; Xavier et
al., 2016). Un nanobody ciblant HER2 et marqué au 8Ga est d’ailleurs actuellement
en essai clinique pour une utilisation en imagerie pour des patients atteints de cancer

du sein (Keyaerts et al., 2016).

0.08
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Figure 24 : Imagerie de I’expression de HER-2 avec un nanobody chez la souris

Imagerie optique in vivo 4 heures aprés injection de nanobodies luminescents spécifiques de HER-2
(22G12, 11A4, 18C3) ou d’'un nanobody contrdle négatif (R2). Les tumeurs sont indiquées par la fleche

rouge, et les reins par la fleche verte. D’apres Chakravarty, Goel, & Cai, 2014, Theranostics.
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Par ailleurs, des nanobodies ont été utilisés pour visualiser des RCPG in vitro. On peut
par exemple citer les nanobodies DN10 et DN13 ciblant le récepteur mGlu2 qui
permettent de visualiser le récepteur dans des cultures de neurones (Scholler et al.,
2017).

Des nanobodies fusionnés a la protéine GFP (Green Fluorescent Protein), appelés
chromobodies, ont également été utilisés pour imager de nombreuses protéines
intracellulaires. De I'imagerie du cytosquelette d’actine dans le modéle du poisson-
zébre a par exemple été décrite (Panza et al., 2015).

B-EN TANT QUE CHAPERONNES DE CRISTALLISATION

Comme nous l'avons expliqué dans la premiére partie, les RCPG sont des molécules
dynamiques qui peuvent adopter de multiples conformations. Ainsi, la compréhension
des mécanismes moléculaires et les conséquences de certaines conformations de
RCPG spécifiques sont cruciales pour déchiffrer les mécanismes de signalisation des
RCPG et développer des molécules thérapeutiques efficaces. La cristallisation des
structures de RCPG dans différentes conformations est apparue comme un moyen
efficace d’obtenir des informations sur ces conformations. Néanmoins, I’hétérogénéité
conformationnelle des RCPG est un des obstacles majeurs a I'obtention de structures
de RCPG cristallisés a haute résolution. Généralement, I'introduction de mutations ou
I'utilisation d’antagonistes a haute affinité permet de résoudre ces problémes.

Grace a leur taille et leur structure tridimensionnelle, les nanobodies sont connus pour
se lier a des épitopes conformationnels plus facilement que les anticorps classiques.
De plus, leur grande solubilité réduit le risque d’obtention des cristaux de nanobodies
non complexés a leur cible. De nombreuses études montrent I'utilisation avec succes
de nanobodies pour stabiliser des conformations spécifiques de RCPG ce qui a permis
leur cristallisation et I'élucidation de plusieurs nouvelles structures de RCPG. Un des
exemples les plus marquants de la derniére décennie concerne le récepteur B2-AR.
En 2007, la premiére structure du récepteur B>-AR en complexe avec I'agoniste
inverse carazolol a été publiée (Sgren G.F. Rasmussen et al., 2007). Dans le but
d’obtenir la conformation active du récepteur B2-AR, les auteurs ont essayé de le
stabiliser avec un fragment d’anticorps Fab se liant a la boucle intracellulaire i3, mais

la cristallisation du complexe Fab-récepteur en combinaison avec des agonistes ne fut
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pas concluante. Pour stabiliser la conformation active du récepteur, les auteurs ont
geénére une banque de nanobodies qu’ils ont sélectionnée et criblée contre le récepteur
B2-AR lié a son agoniste et purifié dans des liposomes. Un hit a permis de sélectionner
le nanobody Nb80 dont la région CDR3 se lie spécifiquement au récepteur f2>-AR sous
sa forme active, ce qui lui confére des propriétés similaires a une protéine G. La
structure cristallisée du récepteur B>-AR en complexe avec I'agoniste BI-167107 et le
nanobody Nb80 a été ainsi publiée (Sagren G.F. Rasmussen et al., 2011). Par la suite,
les structures de la conformation active des récepteurs M», k-opioid et y-opioid ont été
résolues en utilisant la méme stratégie (Che et al., 2018; W. Huang et al., 2015; Kruse
et al., 2013). Cette méthodologie peut étre utilisée pour d’autres applications en
biologie structurale comme en single-particle electron microscopy (Westfield et al.,
2011).

B-AR

Figure 25 : Structure du complexe B2-AR-Gs résolu par cristallographie a rayons
X

Représentation de I'état actif du complexe ternaire formé du récepteur S 2-AR et I'hétérotrimere Gs. Le
nanobody Nb35 se lie a l'interface des sous-unités Ga et G 3. D’apres Pardon et al., 2014, Nature

Protocols.

Au-dela du champ des RCPG, les nanobodies ont aussi été utilisés pour achever la

cristallisation de protéines récalcitrantes. En bloquant le domaine N-terminal flexible
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de la protéine PrP du prion humain, les nanobodies ont permis la résolution de sa
structure par cristallographie (Abskharon et al., 2014). La publication de protocoles
décrivant en détail les étapes nécessaires a la génération de tels nanobodies
permettent en théorie leur production en six a douze mois (Pardon et al., 2014).

C-EN TANT QU’OUTILS PHARMACOLOGIQUES

A l'instar des anticorps utilisés comme modulateurs de la signalisation des RCPG, les
nanobodies sont également des outils intéressants dans ce domaine. lls peuvent étre
utilisés pour cibler des épitopes extracellulaires mais aussi étre administrés dans le
milieu intracellulaire, soit en étant exprimés a l'intérieur de la cellule, soit en pénétrant
a l'intérieur de la cellule : ce sont des intrabodies.

Comme exemple de nanobodies ciblant la partie extracellulaire d’'un RCPG, on peut
citer ceux générés contre le récepteur CXCR4. Ces clones témoignent de la possibilité
de générer des nanobodies ciblant un épitope sur la partie extracellulaire d'un RCPG
de classe A, malgré la petite taille du domaine N-terminal et des boucles e1, e2 et e3.
Deux clones agissant en tant qu’antagonistes ont ainsi été générés et sont capables
bloquer complétement la liaison du ligand CXCL12 au récepteur, ainsi que la
signalisation induite (Jahnichen et al., 2010). De plus, la construction d’'un nanobody
biparatopique (un tandem ciblant deux épitopes sur le méme antigéne) a permis
d’augmenter l'affinité et des propriétés d’agoniste inverse ont méme été observées.
Les nanobodies ciblant les récepteurs mGlu2 (DN10 et DN13) sont des modulateurs
allostériques positifs. Leur liaison au récepteur augmente la puissance de I'agoniste
LY379268. De plus, le nanobody DN10, mais pas le DN13, peuvent partiellement
activer le récepteur mGlu2. Ces deux clones se lient a des épitopes différents, bien

qu’ils soient partiellement chevauchants (Scholler et al., 2017).

90



mGlu2 homodimer
inactive active -© control
W P -8 + nanobody

g

01@®

21 PAM effect

‘| -

Biological response
(% of max)

iR -0 12 A0 8 6
log [Agonist] (M)

Figure 26 : Effet du nanobody dirigé contre le récepteur mGlu2

Le nanobody est un modulateur allostérique positif puisqu’il augmente l'affinité de I'agoniste pour le

récepteur mGlu2. D’apres Scholler et al., 2017, Nature Communications.

Etant donné que les nanobodies peuvent étre exprimés dans le cytoplasme des
cellules eucaryotes, des études récentes ont utilisés des nanobodies stabilisateurs de
conformation active pour tracer les changements conformationnels des récepteurs au
sein de cellules vivantes. Par exemple, une étude montre l'utilisation du nanobody
Nb80 fusionné a une GFP pour suivre I'activation du récepteur 2-AR par son agoniste
l'isoprotérénol. Grace a cet outil, les auteurs ont montré que le récepteur B2>-AR était
capable d’activer les protéines G dans les endosomes précoces. Ces récepteurs
internalisés seraient apparemment capables de contribuer a 'augmentation d’AMPc
intracellulaire observée dans les minutes suivant I'ajout d’agoniste (Irannejad et al.,
2017). Dans d’autres études similaires, ces intrabodies seraient capables d’inhiber
'activation de la protéine G, le recrutement de la B-arrestine, l'internalisation du
récepteur ainsi que la phosphorylation du récepteur par les GRK. Ces effets
fonctionnels seraient soit provoqués par un blocage stérique des interactions avec les
effecteurs, soit par la stabilisation d’'une conformation spécifique qui ne permet pas
I'association avec ces interacteurs (Staus et al., 2014b).

Un nanobody ciblant le dimére GBy (Nb5) a également été généré et est capable de
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se lier a plusieurs sous-types de Gy, ce qui inhibe la liaison de protéines régulatrices
de GBy. Ce nanobody peut inhiber la signalisation GIRK médiée par le complexe GRy
dans les neurones de striatum aprés activation des récepteurs D2 et M4. Il peut aussi
moduler la signalisation PI3K-Akt dépendante du récepteur de I'apeline. De maniére
intéressante, le Nb5 n’a pas d’effet sur la signalisation des protéines Gs et Gq (Gulati
et al., 2018).

Avec l'objectif de pouvoir délivrer des nanobodies dans le milieu intracellulaire pour
une utilisation thérapeutique, d’autres équipes ont tenté de les faire pénétrer a travers
la membrane de la cellule. Dans cette optique, I'incorporation de liens polycationiques
comme la polyarginine rend possible la pénétration cellulaire de plusieurs protéines
(Stanzl et al., 2013). Dans une étude, des auteurs sont parvenus a faire pénétrer des
nanobodies a l'intérieur de cellules vivantes pour relocaliser deux protéines dans le
noyau : p53 et PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Pour ce faire, ils ont attaché
des peptides pénétrants, riches en arginine, cycliques et clivables (Herce et al., 2017).
D’autres stratégies visent a modifier la structure des nanobodies par mutagénése afin
de créer des propriétés pénétrantes par resurfacage polycationique au sein des
régions FR (Bruce et al., 2016).

D- INTERET THERAPEUTIQUE DES NANOBODIES

De par leur taille, leur facilité de production, leur affinité ainsi que leur stabilité, les
nanobodies sont des outils de premier choix dans les domaines du diagnostic et de la
thérapeutique. La grande taille des anticorps conventionnels les empéche parfois
d’accéder a des épitopes cachés et essentiels sur des agents pathogenes comme les
virus, bactéries ou les parasites. Dans ce sens, les nanobodies sont plus avantageux
en tant qu’agents thérapeutiques.

Dans le domaine du diagnostic, des tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) utilisant des nanobodies se sont multipliés. Facilement manipulables, il est
possible de les modifier pour les fusionner a des protéines rapporteuses, d’augmenter
leur valence ou bien d’orienter leur immobilisation sur un support. A titre d’exemple,
un test ELISA pour la détection du virus H5N1 de la grippe et utilisant une stratégie en
double sandwich avec deux nanobodies a été mis au point (Zhu et al., 2014). Une
autre étude rapporte I'utilisation d’'un nanobody dirigé contre une protéine de la salive

de la mouche tsé-tsé dans un test ELISA par compétition dans le but de I'utiliser pour
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détecter des piqres sur les mammiféres (Caljon et al., 2015).

Dans le domaine thérapeutique, plusieurs nanobodies sont en cours de
développement afin d’atteindre les essais cliniques. Un nanobody dirigé contre le
facteur von Willebrand pour soigner des patients atteints de purpura thrombotique
thrombocytopénique est déja engagé dans un essai clinique de phase Il (Holz, 2012).
Leur capacité a se lier facilement a des sites actifs d’enzymes a entrainé le
développement de plusieurs nanobodies ciblant des venins et des toxines (Darvish et
al., 2015; Hussack et al., 2018). Par ailleurs, la propension des nanobodies a passer
la barriere hémato-encéphalique, grace a leur taille et la présence de résidus
hydrophiles dans la région FR2, en font des candidats-médicaments pour les maladies
neurodégénératives. Par exemple, des nanobodies stabilisant les protofibrilles d’AB et
empéchant la formation de fibrilles matures d’Ap ont été identifiés (Habicht et al., 2007;
Lafaye et al., 2009). Le Nb Bl 1034020, un autre nanobody biparatopique ciblant deux
épitopes différents sur les peptides AR a haute affinité a été généré. L’objectif est de
réduire les niveaux d’AB circulants dans le plasma pour prévenir la formation de
nouvelles plaques amyloides et laisser le temps a I'organisme de nettoyer les plaques
existantes. Dans une étude préclinique utilisant un modéle de souris Alzheimer, le Nb
Bl 1034020 a réduit de maniére significative les peptides AB présents dans le plasma.
Une étude de phase | chez des volontaires sains a été initiée pour évaluer la tolérance,
la sécurité, la pharmacocinétique et la pharmacodynamique d’injections de BI
1034020. Malheureusement, I'étude a été interrompue en raison d’'un évenement
indésirable grave (EIG) lié a I'administration des nanobodies. D’autre part, des
nanobodies ciblant la [-sécrétase BACE-1 ont été générés et brevetés
(“US20110091446A1 - Single domain antibodies capable of modulating bace activity -
Google Patents,” n.d.). Enfin, un nanobody sous forme trimérique dirigé contre le virus
respiratoire syncytial (VRS) est encore plus proche d’obtenir une autorisation de mise
sur le marché étant donné son engagement dans une étude clinique de phase Il par
la société Ablynx (Detalle et al., 2016). Encore une fois, les propriétés de résistance
et de stabilité des nanobodies ont permis d’envisager I'utilisation d’'un nébuliseur afin

de délivrer le nanobody trimérique dans les poumons des patients.
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Figure 27 : Stratégies d’association des VyH pour une utilisation thérapeutique
D’apres (lezzi et al., 2018)

De la méme maniére que les conjugués anticorps-médicaments, la fusion de toxines
aux nanobodies présente un intérét pour éradiquer des cellules tumorales. L'utilisation
de nanobodies dans ce domaine est un avantage grace a leur clairance rapide de la
circulation sanguine et leur pénétration tumorale élevée. Des études rapportent
I'utilisation de toxines qui interférent avec la polymérisation de la tubuline (auristatines)
ou des toxines bactériennes dérivées de pseudomonas ou de plantes (PE38, ricine,
cucurmosine) (Dosio et al., 2011). Un nanobody dirigé contre le récepteur VEGFR2
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) fusionné a la toxine PE38 a été
capable d’inhiber la prolifération cellulaire a des concentrations subnanomolaires
(Behdani et al., 2013). Un autre nanobody anti-EGFR a été fusionné a la cucurmosine
et peut induire une toxicité cellulaire, en inhibant la synthése protéique sur des lignées
cellulaires (Deng et al., 2017).

Les nanobodies sont donc d’un intérét au vu de leur potentiel thérapeutique dans des
modeles cellulaires et d’'animaux de pathologies variées et de 'engagement dans des

essais cliniques de certains candidats.
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Objectifs

Comme expliqué dans l'introduction, les RCPG sont des acteurs de la communication
cellulaire dont la régulation est extrémement précise et élaborée. |l existe notamment
des complexes protéiques associés a ces récepteurs qui jouent un rdle crucial dans la
modulation de leur signalisation.

Les récepteurs 5-HT4 et 5-HTe constituent des cibles thérapeutiques intéressantes
dans le contexte de la maladie d’Alzheimer de par leur capacité a interagir avec 'APP
et a favoriser le clivage non-amyloidogéne pour les uns, et de par les effets procognitifs
liés a leur inactivation pour les autres.

Néanmoins, les mécanismes sous-jacents a ces effets ne sont pas encore bien
caractérisés. De plus, les réseaux de protéines interagissant avec le récepteur 5-HT4
n'‘ont pas été deécryptés a ce jour. Par ailleurs, bien que les molécules
pharmacologiques a disposition pour étudier ces récepteurs ne manquent pas, une
nécessité de développer des outils en immunohistochimie se fait ressentir. Enfin, il
apparait nécessaire de continuer le développement pharmacologique de molécules
innovantes agissant sur ces récepteurs, afin de disposer d'une batterie d'agents

d'intérét thérapeutique potentiel contre la maladie d'Alzheimer.

En conséquence, les objectifs de cette étude sont :

- De développer une stratégie pour générer des nanobodies dirigés contre les
récepteurs 5-HT4 et 5-HTe.

- D’identifier les réseaux de protéines (GIP) associées au récepteur 5-HT4 en
utilisant une approche de protéomique et de valider I'interaction entre le
récepteur et les partenaires majeurs du réseau.

- De sélectionner des partenaires du réseaux qui pourraient moduler I'action
du récepteur 5-HT4 dans le contexte de la maladie d'Alzheimer et de
caractériser leur réle dans la signalisation médiée par le récepteur.

- D’évaluer in vitro l'efficacité de ligands multi-cibles dirigés contre les

récepteurs 5-HT4 et 5-HTe.
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Résultats
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|- Développement technologique d’'un procédé pour
générer des nanobodies contre les récepteurs 5-HTs
et 5-HTe

A- STRATEGIE UTILISEE POUR GENERER LA BANQUE DE
PHAGES

La difficulté de générer des anticorps contre les RCPG de classe A provient en partie
de la faible immunogénicité du domaine extracellulaire qui est de petite taille. Pour
maximiser les chances d’obtenir un clone de nanobody se liant au récepteur, I'équipe
a décidé d’injecter au lama des membranes de cellules COS-7 et HEK-293 exprimant
respectivement soit le récepteur 5-HT4, soit le récepteur 5-HTe. Le choix de la lignée
cellulaire a été motivé par le bon rendement connu de ces cellules en termes
d’expression de ces deux récepteurs sérotoninergiques. L’expression des récepteurs
a ensuite été verifiée par des expériences de binding (densités de récepteur de 2
pmol/mg de protéines pour le récepteur 5-HT4 et 2,5 pmol/mg de protéines pour le
récepteur 5-HTs).

Les préparations membranaires ont été realisées a I'aide d’un Potter-Elvehjem puis
resuspendues dans un tampon permettant de garder une bonne intégrité des
membranes et compatible avec l'injection in vivo (50 mM HEPES, pH 7,4). Un lama a
été immunisé avec ces préparations membranaires et une banque d’ADNc issu de ses
lymphocytes et codant pour les nanobodies ainsi généres a été sous-clonée dans le
bactériophage M13. L’intérét d'immuniser le lama avec des membranes de cellules
exprimant les récepteurs repose sur la possibilité de générer non seulement des
nanobodies se liant aux domaines extracellulaires des récepteurs mais eégalement des
nanobodies reconnaissant les domaines intracellulaires des récepteurs (intrabodies).
Théoriguement, cela favorise aussi les chances d’obtenir un clone positif puisque le
domaine intracellulaire des RCPG de classe A est de taille plus importante que le
domaine extracellulaire et donc potentiellement plus immunogéne. De plus, il
semblerait que les nanobodies se liant a la partie intracellulaire des RCPG possedent
souvent des propriétés intéressantes pour moduler la signalisation des récepteurs

grace a leur capacité a mimer la protéine G (Pardon et al., 2014).
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Avant le démarrage de la thése, un lama a été immunisé a 4 reprises (Jours 0, 9, 18
et 28) par injection sous-cutanée de membranes de cellules COS-7 et HEK-293
exprimant les récepteurs 5-HT4 murins et 5-HTs humains, ainsi qu’avec le récepteur
sérotoninergique 5-HT2a humain et les récepteurs HA-PKR: et FLAG-PKR:
(Prokineticin Receptor 1 and 2). Ces immunisations et la construction des banques de
phages, a 28 et 42 jours post-immunisation, ont été réalisées par la plateforme

NANOBODIES dirigée par Daniel Baty et hébergée par le Centre de Recherche en

Cancérologie de Marseille (CRCM, www.crcm-marseille.fr/equipes/plateformestechno
logiques/nanobodies/). Les séquences codant pour les VHH ont ainsi été amplifiées
par PCR a partir des ADNc correspondants aux ARNm contenus dans les lymphocytes
B isolés du sang du lama. Les séquences d’ADN ont été insérées dans le phagemid
pHEN1 (Hoogenboom et al., 1991) (Figure 28). Les séquences codant pour les ViH
sont placées sous le contréle d’'un promoteur de transcription pLac et sont encadrées
en amont par une séquence signal pelB d’adressage du nanobody vers le periplasme
d’E.coli et en aval par deux séquences c-myc-tag et 6-His-tag, qui serviront
respectivement a détecter les nanobodies et a les purifier. Un codon stop Ambre
sépare les tags du géne phagique glll ce qui permet d’exprimer les nanobodies
fusionnés a la protéine de capside plll dans la souche bactérienne suppressive TG1
et de les exposer a la surface des phages produits en réponse a l'infection par le phage
helper KM13. Aprés transformation de la souche TG1 d’E.coli, une banque a été
obtenue et titrée a 108 transformants, ce qui est suffisant pour représenter l'intégralité
de la diversité du répertoire immunitaire simple chaine cloné (Serge Muyldermans et
al., 2001).
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Figure 28 : Carte du phagemide PHEN1

D’aprés Hoogenboom et al., 1991, Nucleic Acid Research.

B- SELECTION DES NANOBODIES PAR PHAGE DISPLAY

Un systéme performant de sélection des nanobodies est nécessaire pour obtenir des
clones qui reconnaissent spécifiquement un antigéne donné. La stratégie la plus
efficace a I'heure actuelle est I'utilisation de la technologie du phage display. Le
principe repose sur l'expression des nanobodies a la surface des phages qui
contiennent la séquence d'ADN codant pour le nanobody considéré. Ainsi, tout au long
du processus, un lien entre les propriétés de reconnaissance des nanobodies et leur
séquence codante est maintenu, ce qui permet non seulement d’isoler la protéine mais
aussi sa séquence associee.

Pour ce faire, I'utilisation du bactériophage M13 est privilégiée. Ce phage infecte
spécifiguement les souches a Gram négatif contenant le facteur F qui code pour la
synthése des pili sexuels. Au cours du cycle infectieux, le bactériophage M13 va se
fixer via la protéine plll a I'extrémité du F-pilus de la bactérie E. coli. L'ADN est
encapsidé a l'intérieur du bactériophage par un assemblage hélicoidal de plusieurs
protéines de capside : plll, pVI, pVIl, pVIIl et pIX. On choisit la protéine plll pour
présenter 'antigéne a la surface des bactériophages car il est possible d’y insérer de

grandes protéines sans perturber sa localisation. A la maniere d'un virus, le
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bactériophage va ensuite transférer son génome simple brin dans le cytoplasme de la
bactérie, ou il est converti par une polymérase de I'héte en une forme réplicative
double-brin circulaire qui sert de matrice pour sa réplication et pour I'expression des
protéines virales. Par la suite, la bactérie va initier 'assemblage des protéines au
niveau de la membrane cytoplasmique via un cycle dit lysogénique, c’est-a-dire que la
cellule héte intégre le génome viral sans entrer en cycle lytique, ce qui permet la
sécretion des phages néo-synthétisés dans le milieu extracellulaire ou ils pourront
ultérieurement étre récupérés. Etant donné que le phagemide ainsi formé est
incapable d’'induire a lui seul la formation de particules, il est nécessaire d’utiliser un
phage auxiliaire (phage helper) qui contient le génome complet d’'un phage sauvage
mais présente une mutation dans son origine de réplication empéchant son
encapsidation. Ainsi seuls les phages produits a partir du phagemide seront
encapsidés correctement. De plus, le phage helper codant pour une version sauvage
de la protéine plll, les capacités maximales d’infection des phages sont maintenues
car les phages produits ont une enveloppe formée d'un mélange de protéines plll
sauvages et de protéines plll fusionnées au nanobody. Les informations génétiques
de la protéine de fusion plll-nanobody sont codées par le phagemide encapsidé.

Le principal avantage du phage display est de pouvoir enrichir par affinité les
nanobodies exposés via une procédure appelée panning. Plusieurs cycles de capture,
de lavages, d’élution et d’amplification bactérienne sont effectués de maniére a
conserver et de produire les phages les plus aptes a se lier a I'antigene d’intérét. Dans
le but de pouvoir sélectionner des intrabodies et n’ayant pas en notre possession les
récepteurs 5-HT4 et 5-HTs purifiés, les étapes de panning ont été effectuées en
déposant des membranes de cellules HEK-293 et COS-7 exprimant ou non les
récepteurs d’intérét dans des boites dont les puits ont été traités pour présenter une
forte efficacité d’adsorption des protéines (Figure 29). Un tour de panning se découpe
ainsi en 2 passages sur membranes de cellules COS-7 naives, 1 passage sur cellules
HEK-293 naives et un passage sur cellules COS-7 exprimant le récepteur d'intérét.
Trois cycles au total ont été effectués contre 10 ug de membranes de cellules COS-7
exprimant les récepteurs 5-HT4 ou 5-HTs adsorbés sur plaques ELISA Maxisorp 96
puits. Aprés chaque cycle, le facteur d’enrichissement a été évalué en comparant le
titre des phages retenus en présence des récepteurs d’aprés le nombre d’unités

formant des colonies aprés infection (Zhu et al., 2014). Chaque cycle a permis un
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enrichissement de 10 fois en nanobodies spécifiques des récepteurs et le criblage a

eté effectué a partir de la banque issue du troisieme tour de panning.

Amplification dans E. coli

Membranes de Membranes de Membranes de Membranes de
cellules COS-7 cellules COS-7 cellules HEK293 cellules COS-7
exprimant le
récepteur

Figure 29 : Schéma d’un tour de panning

La banque de phage issue de I'immunisation du lama a été successivement déplétée dans des puits
contenant des membranes de cellules COS-7 et HEK-293 avant incubation dans un puits contenant des
membranes de cellules exprimant les récepteurs m5-HT4 ou h5-HTe. Aprés une vingtaine de lavages,
les phages ont été élués avec une solution contenant de la trypsine, réamplifiés dans la bactérie E.coll,
puis précipités avec du PEG (Polyéthyléne Glycol) avant un nouveau cycle d’enrichissement.

C- CRIBLAGE DES NANOBODIES PAR CYTOMETRIE DE FLUX

1) Préparation des masterblocks

Alissue du 3°™¢ tour de panning, des dilutions en cascade des bactéries infectées par
les phages ont éteé étalées sur des boites de Pétri contenant de I’Ampicilline. Ensuite,
94 colonies individuelles ont été prélevées aléatoirement dans une boite contenant
des colonies individualisées afin d’étre mises en culture dans des masterblocks 96
puits. Aprés une croissance sur la nuit a 37°C, des masterblocks « stock » ont été
préparés en mélangeant une partie de la culture bactérienne avec du glycérol pour
étre conservés a-80°C. Pour toutes les étapes de criblage, des extraits périplasmiques
obtenus a partir de ces masterblocks « stock » et dont la préparation est détaillée dans
la partie « Matériels et méthodes » ont été utilisés.

Plusieurs criblages utilisant la technique de PE-ELISA (Periplasmic Extract - Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) sur membranes de cellules adsorbées ont été effectués
mais n’ont pas permis d'obtenir des résultats fiables et reproductibles, I'utilisation des

membranes générant un bruit de fond trop important (résultats non montrés). |l a alors
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été décidé de mettre au point une technique de criblage par cytométrie de flux,
potentiellement plus robuste et communément utilisée pour réaliser du criblage
d’anticorps conventionnels. Seuls les résultats concernant le récepteur m5-HT4 seront

présentés ci-apres.

2) Criblage par FACS

Un criblage par FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) a été mis au point en
utilisant des cellules HEK-293 exprimant transitoirement le récepteur m5-HT4. Les
cellules ont été incubées en présence des nanobodies, puis d’'un anticorps de souris
dirigé contre le tag 6-His présent sur les nanobodies et d’'un anticorps anti-souris
fluorescent (Matériels et méthodes et Figure 30). On peut voir sur la figure 30B une
augmentation de l'intensité de fluorescence et un décalage vers la droite du pic de
fluorescence dans les cellules exprimant le récepteur 5-HT4 taggué 6-His, utilisé

comme controle positif.

A
Anti-mouse A488
J‘ Anti-His mouse
Nanobody
Cellule exprimant le récepteur 5-HT,
B Nanobody irrelevant Anticorps anti-His
1 Cellules m5-HT, ] Cellules His-tag 5-HT,
1 Cellules MOCK ] I Cellules MOCK

Nombre d’événements
L
Nombre d’événements

107 102 10° 104 10! 102 103 10t
Intensité A488 Intensité A488

Figure 30 : Mise au point d’un criblage par FACS
A : Stratégie générale utilisée pour cribler les nanobodies.

B : Exemple de profil obtenu dans le contrble négatif (nanobody ne se liant pas au récepteur) et dans
le contrdle positif (utilisation d’un récepteur taggué His).
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Les 94 nanobodies présents dans le masterblock ont ainsi été incubés en présence
de cellules non-perméabilisées exprimant le récepteur 5-HTs4 et leur profil de
fluorescence a été comparé avec un nanobody négatif (Figure 31). Les résultats
montrent que certains nanobodies induisent un décalage vers la droite du pic de
fluorescence par rapport au nanobody négatif ce qui suggére qu’ils se lient au

récepteur.

j( l

)/ \u,m T

C. positif C. négatif

Figure 31 : Criblage du masterblock 96 puits par FACS

Par la suite, plusieurs clones au profil positif (ou négatif a des fins de contrble) ont été
criblés une nouvelle fois mais en les incubant cette fois-ci soit avec des cellules
n’exprimant pas le récepteur (cellules MOCK), soit avec des cellules exprimant le
récepteur 5-HT4. Ce procédé a permis de se rendre compte que les nanobodies
induisaient un bruit de fond propre a chaque clone, et qu'il était donc nécessaire de
comparer systématiquement le profil obtenu a la fois sur des cellules MOCK et des
cellules exprimant le récepteur 5-HT4 (Figure 32). Par ailleurs, I'utilisation de iodure de

propidium (IP) a également permis de marquer les cellules perméabilisées (mortes)

103



qui générent une fluorescence importante, et de les soustraire du total des cellules

comptabilisées comme positives.
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Al EVQLVESGG.GLVQP GRSLKLSCAAS GIIF....SNNL MGWYRQVP GKEREWVAS ISSG...GIS TYAMSVK.G RFTISRDNSK NTMYLQMNSLKP EDTAVYVC FSNALE..SRKLN WGQGTQVTVSS

A3 EVQLVESGG.GLVQP GGSLKLSCAAS GIIF....SNNL MGWYRQVP GKEREWVAS ISSG...GIS TYAMSVK.G RFTISRDNSK NTMYLQMNSLKP EDTAVYVC FSNALE..SRKLN WGQGTQVTVSS

A6 EVQLVESGG.GLVQP GGSLKLSCAAS GIIF....SNNL MGWYRQVP GKEREWVAS ISSG...GIS TYAMSVK.G RFTISRDNSK NTMYLOMNSLKP EDTAVYVC FSNALE..SRKLN WGQGTQVTVSS

C2 QVQLV*SGG.GSVQA GGSLTLSCVSS GHTF....SRYA FGWFRQTP GKEREFVSH ISRN..GGMT YYEDSAK.G RFTISRDNAK STVFLQMTNLKP EDTGVYVC AARDAEIRSKGYSY WGQGTQVTVSS

C3 EVQLVESGG.GLVQA GGSLRLSCAAS GSTF....SKYT LAWYRQTA GQQRELVAF ITPG...TNT KYIDSVK.A RFTISRDNAK STVYLQMNSLKP EDTATYYC KAYGIVGGRWDDA WGQGTQVTVSS

D10 EVQLVESGG.GLVQA GGSLRLSCALT GDTF....ENYA MGWFRQAP GREREFVGS INWN..NYDT EYTDSVK.G RFTVSRDNAK NLVYLQOMNELKP EDTAVYSC AAMTASFYARSVKYEPQTWRY WGQGTQVTV
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Figure 32 : Criblage des nanobodies issus de la premiére expérience

A : Le paramétre FSC évalue la taille des cellules et le paramétre SSC donne une mesure de la
granularité de la cellule. Les parametres FSC et SSC sont donc grossiérement proportionnels a la taille
et a la complexité des cellules. En faisant un tri sur ces paramétres, nous décidons ici de sélectionner
des cellules au profil standard, c’est-a-dire avec une taille et une granularité représentatives de la
moyenne des cellules de I'échantillon. Par la suite nous sélectionnons les cellules qui ne sont pas
fluorescentes dans la longueur d’onde d'émission de l'iodure de propidium afin d’éliminer les cellules
mortes. Nous obtenons ainsi, a la longueur d'onde de 488nm (émission de l'anticorps secondaire utilisé
pour la détection), un pic de fluorescence représentatif de I'ensemble des cellules vivantes de
morphologie standard auxquelles se sont liés les anticorps successivement ajoutés.

B : Profil de fluorescence obtenu avec certains des nanobodies sélectionnés aprés la premiére
expérience. Le signal obtenu sur les cellules exprimant le récepteur m5-HT, (en bleu) est superposé au
signal obtenu avec la population de cellules MOCK (en gris).

C : Alignement des séquences des nanobodies présentés. Pour la plupart des clones, on identifie dans
leur région FR2 la plupart des résidus hydrophiles conservés des VHH : F42, E49 et R50.

104



Ces expériences permettent de tirer plusieurs conclusions. D’une part, certains
nanobodies identifiés comme négatifs dans la premiere expérience (les clones A8 et
D10) ressortent une nouvelles fois négatifs dans cette seconde expérience. D’autre
part, certains clones identifiés comme positifs dans le premier criblage ont un profil
négatif dans ce second criblage (clone G2 par exemple). lls apparaissaient comme
positifs dans la premiére expérience car elle ne permettait pas d’évaluer le bruit de
fond propre au nanobody. Par ailleurs, les clones A1, A3 et A6 ont un profil positif dans
la premiére et la seconde expérience. Les résultats de séquengage montrent qu’ils
possédent la méme séquence qui semble avoir été fortement enrichie a I'issue du tour
3 du panning puisque 40% des clones séquencés possédent cette séquence.

Ces résultats de FACS étant reproductibles, et cette séquence ayant été enrichie au
cours du panning de maniére importante, nous avons décidé de purifier le nanobody
correspondant afin de valider sa liaison au récepteur 5-HT4 et de caractériser cette
interaction. Le clone A6 a ainsi été sélectionné pour les étapes de production.

Il est également important de noter que ces premiers résultats proviennent d'un
criblage ou l'extrait périplasmique a été utilisé. La concentration en nanobody n’est
donc pas équivalente pour chaque clone étant donné la forte disparité qui existe dans
I'efficacité de la production des nanobodies en bactéries ainsi que les différences liées

a la quantité de bactéries présentes dans l'inoculum de départ.
D-Caractérisation du clone de nanobody A6
1) Purification et validation par FACS

Le phagemide A6-pHEN1 isolé de la culture bactérienne du clone A6 a été transformé
dans une souche E. coli BL21(DE3), adaptée a la production de protéines
recombinantes en grande quantité. Les nanobodies A6 ont été produits par sécrétion
périplasmique puis extraits par choc osmotique, avant d'étre purifiés par
chromatographie d’affinité sur résine de Nickel-NTA (Ni-NTA). Aprés purification, ils
ont été passés sur une colonne de désalage afin d’éliminer I'imidazole utilisé pour
I'élution et resuspendus dans du PBS (Phosphate Buffered Saline) (Figure 33A). Le

rendement de production avoisine les 9 mg de protéine pure par litre de culture, ce qui
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est dans la fourchette haute du rendement de production moyen des nanobodies
périplasmiques (situé entre 1 et 10 mg par litre de culture) (Hussack et al., 2011).

La séquence du nanobody A6 étant surreprésentée parmi les séquences isolées, et
son rendement de purification étant élevé, il est possible que son apparente positivité
soit liée a son excellente capacité a étre produit en bactéries. En effet, I'un des points
négatifs de la technologie du phage display est qu'elle tend a sélectionner les
nanobodies dont I'efficacité de production est la plus grande au détriment des autres,
en raison de limitations au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel.
Cet effet de « contre-sélection » des nanobodies qui sont faiblement produits aboutit
a une perte de diversité en nanobodies spécifiques a chaque cycle d’enrichissement
(Miyazaki et al., 2015). Néanmoins, cela permet de favoriser la sélection des
nanobodies les plus adaptés a une expression bactérienne. Il faut donc bien
considérer que des facteurs autres que I'affinité des nanobodies pour leur antigéne
permettent de les sélectionner au cours du panning, tels que leur efficacité de

production, leur repliement, ou encore leur éventuelle toxicité pour la cellule.
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Figure 33 : Purification du clone A6 et validation par FACS

A : Analyse par SDS-PAGE puis coloration au bleu de Coomassie de 22,5 ug de nanobody A6 purifié.
B : Evaluation du nanobody A6 purifié par FACS. Le nanobody A6 a été incubé a deux concentrations
différentes avec des cellules MOCK (gris) ou des cellules transfectées avec le récepteur 5-HT4

(orange/rouge).
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Une expérience de cytométrie de flux effectuée avec le nanobody A6 purifié montre
une intensité de fluorescence plus importante que celle observée avec les extraits
périplasmiques, ce qui semble confirmer que le nanobody est spécifique du récepteur
5-HT4 (Figure 33B). Par ailleurs, le signal associé au bruit de fond est également plus

important lorsque I'on augmente la concentration du nanobody.

2) Caracteérisation fonctionnelle du nanobody A6

Les nanobodies dirigés contre les RCPG possédant souvent des propriétés
pharmacologiques, nous avons évalué l'effet du nanobody A6 sur 2 voies de
signalisation du récepteur 5-HT4 : la voie dépendante de la proteine Gs et la voie des
B-arrestines. Ainsi, nous avons dosé la quantité d’AMPc produite aprés stimulation du
récepteur avec son ligand, la 5-HT, en présence ou non du nanobody A6 (ainsi que
des nanobodies C3 et D6 qui avaient été purifiés en paralléle) (Figure 34A). Nous
avons egalement évalué la capacité du récepteur a recruter la B-arrestine 2 apres
stimulation a la 5-HT en présence ou non du nanobody A6 par la technique du BRET

(Bioluminescence Resonance Energy Transfer) (Figure 34B-C).

. 5-HT
5-HT, Lo
m5-HT,
15014 RLuc
o 5HT

* *+NoAG10nM Pas de BRET BRET
=~ +Nb A6 100nM

= +Nb C3 10nM
-+ +Nb C3100nM
= +Nb D6 10nM 1500 Basal

= +Nb D6 100nM B +5HT
A +5-HTetNbA6

1000 >

500

CcAMP accumulation
(% of max 5-HTstimulation)

log [5-HT] (M)

50

Ratio BRET

PR S

O X (D AX D % (D Ak (D (D A6 N A DD KD DD DA DD
A I A S R R RN URH A SR SO S AOR

Temps (secondes)

Figure 34 : Caractérisation fonctionnelle des nanobodies A6, C3 et D6
A : Evaluation de la production dAMPc par HTRF® (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) de

cellules COS-7 exprimant transitoirement le récepteur m5-HT4 et stimulées avec des concentrations
croissantes de 5-HT, en présence ou non des nanobodies A6, C3 et D6 a deux concentrations
différentes. B : Schéma de I'expérience de BRET. Des cellules HEK-293 ont été transfectées avec un
récepteur m5-HT4-YFP et la B-arrestine 2 fusionnée a la RLuc8. L’activation du récepteur induit un
recrutement de la B-arrestine 2 qui se traduit par une augmentation du BRET.C : Evolution du ratio
BRET au cours du temps apres stimulation a la 5-HT et/ou incubation avec le nanobody A6.
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Les résultats des expériences ci-dessus suggérent que le nanobody A6 n’a pas d’effet
pharmacologique sur les récepteurs 5-HT4. En effet, sa présence, tout comme celle
des clones C3 ou D6 purifiés, ne modifie pas la production d’AMPc liée a 'activation
du récepteur (Figure 34A). De plus, alors qu’il y a bien une augmentation du ratio BRET
entre I'état basal et I'état activé du récepteur en présence de sérotonine, la présence
du nanobody A6 n’a aucune influence sur ce ratio au cours du temps (Figure 34C). Le
nanobody A6 ne semble donc pas moduler le recrutement de la B-arrestine 2 par le

récepteur 5-HTa.

3) Evaluation du binding du nanobody A6 au récepteur 5-HT4 par
HTRF®

La technologie HTRF® est une combinaison du FRET et du TR (Time-Resolved
measurement) ou un signal est généré par le transfert de fluorescence entre un
fluorophore donneur et un fluorophore accepteur lorsqu’ils sont suffisamment proches
l'un de l'autre.

Ne parvenant pas a valider la liaison du nanobody A6 au récepteur 5-HT4 d’'une autre
maniére qu’en FACS, nous avons décidé d’'effectuer des expériences de binding avec
la technologie HTRF® pour confirmer cette interaction. Nous avons utilisé en guise de
contréle positif le nanobody DN1 dirigé contre le récepteur mGlu2 (un RCPG de classe
C) et le nanobody VUN400 dirigé contre le récepteur CXCR4 (un RCPG de classe A).
Cette expérience nous a permis d’évaluer le FRET généré entre le tag HA situé a

I'extrémité N-terminale des récepteurs et les nanobodies (Figure 35A).
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Figure 35 : Evaluation du binding du nanobody A6 au récepteur 5-HT, par HTRF®
A : Des cellules COS-7 exprimant transitoirement les récepteurs mGlu2, CXCR4 ou 5-HT,4 taggués avec

I'épitope HA ont été incubées O/N a 4°C en présence du nanobody étudié, d’'un anticorps anti-HA Tb
(Terbium) donneur et d’un anticorps anti-myc D2 accepteur. Le ratio HTRF® témoignant du transfert de
fluorescence entre le donneur et I'accepteur a ensuite été mesuré.

B : Des cellules COS-7 exprimant transitoirement le récepteur 5-HT4 taggué ou non avec I'épitope HA
ont été incubées O/N a 4°C en présence des nanobodies A6 et G2 et d’'un anticorps anti-His Tb. Pour
le contréle positif, un anticorps anti-HA Tb a été utilisé. Aprés lavage, la fluorescence a 545 nm du Tb
a ensuite été mesurée.

Test Student t-test; *p < 0.05 .

Alors que les nanobodies DN1 et VUN400 respectivement dirigés contre les
récepteurs mGlu2 et CXCR4 permettent de générer un ratio HTRF significativement
plus important que dans la condition contréle, la présence du nanobody A6 ne produit
pas de transfert de fluorescence entre I'anticorps anti-HA Tb et I'anticorps anti-myc D2
(Figure 35A). Nous nous sommes alors demandés si la présence du tag HA et d'un
anticorps de taille 10 fois supérieure au nanobody ne produisait pas un encombrement
stérique qui pourrait expliquer I'absence de liaison du nanobody A6 au récepteur. Nous
avons donc effectué une deuxiéme expérience en comparant la liaison du nanobody
A6 sur des cellules exprimant le récepteur 5-HT4 non taggué et de l'anticorps

anti-His Tb via la mesure de la fluorescence générée par le Terbium aprés lavage
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(Figure 35B). Le nanobody A6 ne semble pas se lier spécifiquement au récepteur
5-HT4 étant donné que la fluorescence a 545 nm n'est pas significativement différente
de celle mesurée dans la condition MOCK. Le contrdle positif montre en revanche que
sur des cellules exprimant le récepteur 5-HT4 taggué avec I'épitope HA, L'utilisation
d'un anticorps anti-HA Tb génére un haut signal a 545 nm.

Les résultats présentés jusqu’a présent laissent penser que le clone A6, dont la
séquence est fortement représentée au sein des clones isolés dans le masterblock
issu du tour 3 du panning, est un faux positif qui ne se lie pas au récepteur m5-HTa,.
En effet, il n’a pas été possible de valider par une autre méthode que la cytométrie en
flux la liaison du nanobody au récepteur. De plus, le rendement de production élevé
du nanobody A6 laisse penser que c’est un clone se produisant bien en systéme
bactérien, ce qui a permis de le « contre-sélectionner » au détriment d’autres clones

lors des différents cycles de panning.

E- CRIBLAGE DES INTRABODIES PAR HTRF®

Afin de comprendre si I'enrichissement de la séquence du nanobody A6 s’est produit
entre le deuxiéme et le troisiéme tour de panning, et pour évaluer I'enrichissement en
clones spécifiques du récepteur 5-HT4, nous avons décidé de réaliser un phage ELISA
sur la banque de phages d’origine ainsi que sur chaque banque obtenue aprés les
différents tours de panning en utilisant un anticorps contre le bactériophage M13
comme expliqué dans la partie Matériel et méthodes (Figure 36A). Brievement, le
signal obtenu permet, a l'issue de chaque tour de panning, de déterminer le ratio entre
quantité de phages se liant a des cellules exprimant le récepteur 5-HT, par rapport la
quantité de phages se liant a des cellules transfectées avec un vecteur vide. Ce ratio
doit étre augmenté a chaque tour, démontrant un enrichissement de la population de
phages capables de se fixer spécifiquement au récepteur. Nous avons effectué ces
expéeriences en simplicat pour économiser les quantités de phages utilisées, le volume

engageé étant important pour chaque condition.
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Figure 36 : Détermination de I'enrichissement en nanobodies spécifiques durant

les tours du panning

A : Les phages des banques issues de chaque tour de panning (xx pfu) ont été incubés en présence de
membranes de cellules exprimant ou non le récepteur m5-HTa. Aprés lavages, I'absorbance a été
mesurée grace a un anticorps dirigé contre le bactériophage M13 et I'ajout d’'une solution de TMB
(3,3',5,5-Tetramethylbenzidine).

B : Alignement des séquences de quelques clones issus du tour 2 du panning.

Les résultats du phage ELISA montrent un faible enrichissement des phages
exprimant des nanobodies spécifiques du récepteur 5-HT4 entre les tours 1 et 2 mais
pas d'enrichissement entre les tours 2 et 3 (Figure 36A). Par ailleurs, il semblerait que
les phages issus du tour 2 du panning contiennent le plus de clones spécifiques du
récepteur. Le séquengage des clones issus du tour 2 du panning montre que la
séquence du nanobody A6 était déja majoritairement représentée (50% des
séquences) (Figure 36B). Néanmoins, les séquences de quelques clones présents

dans le tour 2 n’avaient pas encore été isolées dans le tour 3.
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Suite a ces résultats, nous avons décidé de mettre en place une méthode de criblage
des intrabodies par HTRF® en utilisant les nanobodies du tour 2 du panning puisqu’ils
semblent plus enrichis en clones spécifiques du récepteur 5-HTa4.

Nous avons donc réalisé des constructions codant pour les récepteurs m5-HT4, h5-HTe
et hB2-AR taggués avec les séquences FLAG et SNAP a I'extrémité du domaine
C-terminal, afin de réaliser des expériences de TR-FRET entre le SNAP-tag (donneur)
et un anticorps anti-myc D2 (accepteur) sur des membranes de cellules (Figure 37A).
Les SNAP-tag peuvent étre marqués spécifiquement avec du BG (O8-benzylguanine)
synthétique, ce qui crée une liaison thioesther stable entre un résidu cystéine réactif
situé dans la séquence du tag et le BG. Le SNAP-tag devient ainsi une protéine de
fusion capable d’émettre de la fluorescence sans affecter la fonction de la protéine sur
laquelle il est inséré.

Des membranes de cellules transfectées avec le récepteur 5-HT4-FLAG-SNAP ont été
préparées et marquées au BG. L'utilisation d’'un anticorps anti-FLAG D2 a permis de
valider la stratégie puisqu’il est possible de générer du transfert de fluorescence entre

le SNAP-tag et I'anticorps anti FLAG-D2 sur membranes (Figure 37A).
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Figure 37 : Criblage des intrabodies par HTRF®
A : Validation de la méthode de criblage.
B : Criblage des nanobodies par HTRF® sur membranes. Un anticorps anti-FLAG D2 a été utilisé

comme contrdle positif.
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Malheureusement, les résultats du criblage de 94 nanobodies issus du tour 2 du
panning par HTRF® sur membranes n’a pas permis d’isoler un candidat positif comme
le montrent les résultats de la figure 37B. D’autres expériences de criblage de 94
nanobodies issus du tour 3 du panning sur membranes et sur cellules entiéres en
utilisant un récepteur taggué SNAP sur son domaine extracellulaire ont été réalisées
en parallele mais ce sont avérées négatives (résultats non montrés).

Néanmoins, la mise au point de cette méthode de criblage par HTRF® nous a permis
d’utiliser les mémes outils pour tester les rendements de production des extraits
périplasmique en masterblock (Figure 38). Cette expérience a permis de mettre en
évidence une forte hétérogénéité de production des différents clones. Les intrabodies
Nb72 et Nb80 purifiés et dirigés contre le récepteur B2-AR ont également été dosés
par cette méthode mais leur rendement de production a été trop faible pour gu'ils

puissent étre utilisés comme contrdles positifs.
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Figure 38: Rendement de production des extraits périplasmiques en

masterblock

L’isolement d’'un nanobody se liant au récepteur 5-HT4 s'est révélée infructueuse.
Cependant, une méthode de criblage des intrabodies par TR-FRET sur membranes
de cellules a été mise au point et semble adaptée a I'identification rapide de candidats

se liant au domaine intracellulaire des RCPG.
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ll- Identification des réseaux de protéines associés au

récepteur 5-HT4 par analyse protéomique

Un concept récent dans la biologie des RCPG suggeére le ciblage des GIP pour
moduler la signalisation des récepteurs. Les récepteurs 5-HT4 constituent une cible
thérapeutique intéressante dans le contexte de la maladie d’Alzheimer de part leur
capacité a promouvoir le clivage non-amyloidogéne de I'APP qui produit le fragment
neuroprotecteur sAPPa. De plus, les résultats antérieurs de I'équipe suggerent
I'existence d’un complexe composé du récepteur 5-HT4, de 'APP et de TADAM10,
a-sécrétase maijoritaire dans le cerveau. Ce complexe protéique serait impliqué dans
le traffic intracellulaire de 'APP et dans la promotion de ce clivage non-amyloidogéne.
L’objectif de ce travail a été d’identifier de nouveaux partenaires protéiques du
récepteur 5-HT4 qui moduleraient sa signalisation et pourraient constituer des cibles
thérapeutiques d'intérét pour ralentir, voire stoper ['évolution de la maladie

d'Alzheimer.

Nous avons d’utilisé une approche de protéomique par purification d’affinité (AP-MS)
dans des cellules HEK-293 en utilisant le récepteur HA-m5-HT4 comme appat afin
d’identifier les partenaires interagissant spécifiquement avec le récepteur. Cette
analyse a notamment permis d’identifier la protéine IRS4 (Insulin Receptor Subtrate 4)
comme partenaire du récepteur 5-HT4. De maniére intéressante, une dérégulation de
la voie de signalisation de l'insuline dans le cerveau est depuis quelques années
pointée du doigt comme un des événements majeurs impliqués dans le
développement et la progression de la maladie d’Alzheimer. De plus, d’autres
protéines de cette voie de signalisation comme le récepteur de linsuline (IR) et le
récepteur IGF-1R (/Insulin-like Growth Factor Receptor 1) sont identifiées dans les
immunoprécipitats du récepteur en appliquant des criteres de sélection moins
stringents. Nous nous sommes donc intéressés a l'interaction entre le récepteur 5-HT4
la protéine partenaire IRS4 en validant tout d’abord cette association par
co-immunoprécipitation suivie d’'un Western Blot et par immunofluorescence
démontrant la colocalisation de ces deux protéines et la relocalisation d'IRS4 induite
par l'expression du récepteur. Par la suite, nous nous sommes intéressés a la

caractérisation fonctionnelle de cette interaction. La modulation pharmacologique du
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récepteur 5-HT4 ne semble pas avoir d’effet sur I'état de phosphorylation de la protéine
IRS4, suggérant que le récepteur 5-HT4 n'est pas en mesure d’activer la voie de
signalisation sous-jacente a la protéine IRS4. En revanche, une inhibition de
'expression de la protéine IRS4 par ARN interférence induit une surexpression du
récepteur 5-HT4 dans les cellules HEK-293, associée a une augmentation de la
signalisation canonique du récepteur via la voie de la protéine Gs et la production
d'AMPc. Diminuer l'expression d'IRS4 n'a, de fagon surprenante pas d'effet sur
I'activation de la voie ERK1/2 par le récepteur 5-HT4. Une surexpression de la protéine
IRS4 n'a pas d'effet significatif sur I'expression du récepteur 5-HT4 a la membrane
plasmique, ni sur sa capacité a mobiliser les voies de signalisation dépendantes de la
protéines Gs et de ERK. Etant donné I'interaction connue de IRS4 avec des protéines
impliquées dans l'ubiquitination, ces résultats suggerent une implication de la protéine
IRS4 dans la modulation de I'expression du récepteur 5-HT4, via un processus
d’ubiquitination. Un effet d’'IRS4 sur la transcription du récepteur 5-HT4 peut également
étre envisagé au vu de la localisation nucléaire d’'IRS4 lorsque le récepteur 5-HT4 est

exprimé.
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1. Introduction

G-protein coupled receptors (GPCRs) form the most important family of signaling receptors
(Lefkowitz, 2005). Upon ligand binding, GPCRs activate heterotrimeric G proteins to elicit
downstream signaling which fulfil numerous cellular functions. Regulation of GPCR
expression and trafficking is involved in the biological effects of GPCRs. Typically, GPCR
kinases (GRKs) and B-arrestins are deeply involved in the regulation of GPCR signaling by
mediating GPCRs desensitization and trafficking (Freedman & Lefkowitz, 1996). Other
mechanisms of GPCR regulation include ubiquitination and the association with molecular
chaperonnes that assist the proper folding of the receptors (Kennedy & Marchese, 2015).
Serotonin 5-HTj4 receptors (5-HT4R) are GPCRs that control numerous physiological functions
such as feeding, mood behaviour, learning, memory and gastro-intestinal transit (Bockaert et
al., 2008). Several compounds targeting 5-HT4R for gastro-intestinal disorders are already
commercialised.

Although targeting brain 5-HT4R is clinically relevant for several pathologies such as feeding
disorders, depression or Alzheimer’s disease (Bockaert et al., 2011; Cochet et al., 2013), no
ligand targeting 5-HT4 receptor in the brain are available on the market. A recent concept in
GPCR biology suggests to target GPCR-interacting proteins (GIPs) to modulate GPCR
signaling in pathologies (Bockaert et al., 2010). For example, p11 protein has been identified
as interacting with the 5-HT4R (Warner-Schmidt et al., 2009). Overexpression of pl1 protein
increases 5-HT4R membrane expression in heterologous cells whereas 5-HT4R membrane
expression is decreased in mouse pl1 knock-out cells. Signaling of the 5-HT4R is facilitated
when p11 and 5-HT4R are coexpressed in cells.

In this study, we identified new protein partners of the 5-HT4R by a shotgun proteomic
approach associating immunoprecipitation of the N-terminally HA-tagged receptor expressed
in HEK-293 cells with systematic identification using tandem mass spectrometry. Interestingly,
several proteins belonging to the insulin signaling pathway were found. IRS4, a protein partner
which was strongly enriched in presence of the 5-HT4R was further investigated and seems to

regulate 5-HT4R expression and trafficking.



2. Material and Methods

2.1. Cells
HEK-293N and COS-7 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
purchased from Gibco/Thermo Fisher Scientific (Life Technologies, Courtaboeuf, France,
#41965062) supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum purchased from
Gibco (#10270-106) and 1% antibiotics. Cells were maintained in humidified atmosphere
containing 5% CO- at 37°C.

2.2.  Transfection

In HEK-293 cells, transient transfection of cDNA was performed using Polyethylenimine (PEI)
from Polyscience (Issy-les-Moulineaux, France, #24765). Cells were seeded 24 h prior
transfection and used 48 h after for all experiments except RNA interference (72 h after). A
solution of optiMEM purchased from Gibco (#11058-021) containing the cDNA was mixed
with a solution of PEI. The ratio maintained for all experiments was 4 ng PEI per ng of cDNA.
The total amount of cDNA was equilibrated using empty plasmid. In Mock condition, only
empty plasmid was transfected. The solution was gently mixed and, after 20 min, added to the
cells. For siRNA & cDNA co-transfection, cells were transfected in suspension 48 h before the
experiment using jetPRIME from Polyplus-transfection (Illkirch-Graffenstaden, France,
#114-07) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, cDNA, siRNA and jetPRIME
reagent were gently mixed in jetPRIME buffer. After 10 min, the solution was mixed with the
cells. Cells were then seeded in the wells and analyzed 48 h after. Post-transfection, the cells
were grown in DMEM supplemented with 10% dialyzed feetal bovine serum (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis USA, #F0392) and 1% antibiotics.

2.3.  Determination of cAMP production
COS-7 or HEK-293 cells were transiently transfected by electroporation with the appropriate
cDNA and plated in 96-well plates (35,000 cells/well). 24 or 48 h post-transfection, a 10-min
stimulation with the appropriate concentrations of BIMUS and 0.1 mM Ro 20-1724
(phosphodiesterase inhibitor) was performed at 37 °C in 100 pl of HEPES-buffered saline (20
mM HEPES, 150 mM NacCl, 4.2 mM KCI, 0.9 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 0.1% glucose, and
0.1% bovine serum albumin). The same volume of Triton X-100 (1%) was added to stop the
reaction, and the cells were incubated for 30 min at 37 °C. Quantification of cAMP production

was performed by HTRF® (homogenous time-resolved fluorescence) using the cAMP Gs



dynamic kit (Cisbio, Codolet, France, #62AM4PEB) according to the manufacturer's

instructions.

2.4. Western Blotting
Proteins were electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Marnes La
Coquette, France) after resolution onto 10% polyacrylamide gels or 4-15% Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Gels. After blockage with a 5% milk solution, membranes were immunoblotted
with primary antibodies dissolved in a 5% Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, #A2153)
solution overnight at 4°C. Then membranes were immunoblotted with either anti-rat (Jackson
ImmunoResearch, Suffolk, UK, #112-035-003) horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibody diluted 1 in 5000 in a 5% milk solution, StarBright™ Blue 700 Goat anti-
rabbit IgG or StarBright™ Blue 520 Goat anti-mouse IgG secondary antibodies (Bio-Rad)
diluted 1 in 10 000 in a 5% milk solution for 1 h at room temperature. Immunoreactivity was
detected with an enhanced chemiluminescence method (Western lightning® Plus-ECL, Perkin
Elmer, Courtaboeuf, France) or by fluorescence on a ChemiDoc™ Touch Imaging System

(Bio-Rad). Quantification was performed using the dedicated Bio-rad software Image Lab.

2.5. Immunofluorescence
Cells were washed once with pre-warmed DMEM at 37°C and fixed in a 4% solution of PFA
in DMEM for 5 min at room temperature (RT). Excess of PFA was then quenched by washing
the cells three times with a 0.1 M glycine solution in PBS. Cells were permeabilized and
blocked with a blocking buffer (BB) composed of a PBS solution with 3% heat inactivated goat
serum (Vector Laboratories, Peterborough UK, #S-100) and 0.1% Triton X-100 for 30 min.
Primary antibodies were then incubated overnight at 4°C in BB. After extensive PBS washings,
cells were incubated for 1 h at room temperature in the dark with the appropriate secondary
antibodies and Hoescht 33342 (2 uM, Thermo Scientific Pierce) diluted in BB. Cells were then
washed three times in PBS the coverslips were mounted onto slides by using Fluoromount
mounting media (Clinisciences, Nanterre, France, #K024). Images were acquired with an
SP8-UV confocal microscope (Leica Microsystemes S.A.S, Nanterre, France). Images were

captured with a 63X objective and zoomed 4 times. Selected Z-stacks were pooled together.

2.6. Co-immunoprecipitation
HEK-293 cells expressing either HA-5-HT¢R or HA-5-HT4R or Mock cells were lysed in ice
cold Lysis Buffer (LB) containing 4% n-Dodecyl-B-D-Maltopyranoside (DDM) purchased



from Anatrace (Pasadena, Canada, #D310), 20 mM TRIS (pH =7.5), 150 mM NacCl, 1% NP40,
phosphatase inhibitors (Sodium Fluoride, 10 mM ; Sodium Orthovanadate, 2 mM ; Sodium
Pyrophosphate, 1 mM ; and B-glycerophosphate, 50 mM), protease inhibitor cocktail EDTA-
free purchased from Roche (Meylan, France, #37378900) for 1 h at 4°C under gentle mixing.
Then, samples were centrifuged at 18.000 g for 15 min at 4°C. Soluble proteins were quantified
by bicinchoninic acid assay (BCA) from Sigma-Aldrich (#B29643 and #C2284), then 1 mg
protein per each condition was incubated with either the agarose-conjugated anti-HA antibody
(Sigma-Aldrich, #A2095) or Dynabeads™ Protein G-conjugated (ThermoFisher Scientific,
#100003D) anti-IRS4 antibody (Santa Cruz, Heidelberg, Deutchland, #sc-393207) overnight at
4°C. To preconjugate the anti-IRS4 antibody to the beads, the beads were washed three times
in LB before incubation with 50 pl of Dynabeads™/mg of protein, overnight at 4°C under
gentle agitation. After immunoprecipitation, beads were washed five times with ice cold LB.
Immunoprecipitated proteins were eluted in Laemmli sample buffer 2X by shaking at 70°C for

10 min.

2.7.  Mass spectrometry
Proteins were separated on SDS-PAGE gels (12% polyacrylamide, Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Gels, Bio-Rad) and stained with Protein Staining Solution (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Gel lanes were cut into 7 gel pieces and destained with 50 mM
TriEthylJAmmoniumBiCarbonate (TEABC) and three washes in 100% acetonitrile. After
protein reduction (with 10 mM dithiothreitol in 50 mM TEABC at 60°C for 30 min) and
alkylation (55 mM iodoacetamide TEABC at room temperature for 60 min) proteins were
digested in-gel using trypsin (500 ng/band, Gold, Promega, Charbonnieres les Bains, France)
as previsously described (Thouvenot et al., 2008). Digest products were dehydrated in a vacuum
centrifuge and reduced to 3 pl. The generated peptides were analysed online by nano-
flowHPLC-nanoelectrospray ionization using an Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo
Fisher Scientific) coupled to an Ultimate 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific). Desalting and
pre-concentration of samples were performed on-line on a Pepmap® pre-column (0.3 mm x 10
mm, Dionex™, Thermo Fisher Scientific). A gradient consisting of 0-40% A for 60 min and
80% B for 15 min (A = 0.1% formic acid, 2% acetonitrile in water ; B = 0.1% formic acid in
acetonitrile) at 300 nl/min was used to elute peptides from capillary reverse-phase column
(0.075 mm x 150 mm, Acclaim Pepmap 100® C18, Thermo Fisher Scientific). Eluted peptides
were electrosprayed online at a voltage of 1.8 kV into an Orbitrap Elite mass spectrometer. A

cycle of one full-scan mass spectrum (400 - 2,000 m/z) at a resolution of 120,000 (at 400 m/z),



followed by 20 data-dependent MS/MS spectra was repeated continuously throughout the
nanoLC separation. All MS/MS spectra were recorded usin normalised collision energy (33%,
activation Q 0.25 and activation time 10 ms) with an isolation window of 2 m/z. Data were
acquired using the Xcalibur software (v 2.2). For all full scan measurements with the Orbitrap
detector a lock-mass ion from ambient air (m/z 445.120024) was used as an internal calibrant
as described (Olsen et al., 2005). Analysis of MS data was performed using MaxQuant software
package (v 1.5.5.1) as described by J. Cox and M. Mann (Cox & Mann, 2008). Tandem mass
spectra (MS/MS) were searched by the Andromeda search engine (Cox et al., 2011) against the
UniProtKB Reference proteome UP000005640 database for Homo sapiens (release 2017 _01)
with addition of the isoform 2 of Htr4 mouse (Uniprot SHT4 Mouse Iso 2 2017 _01) using the
following parameters: enzyme specificity was set as Trypsin/P, and a maximum of two missed
cleavages and a mass tolerance of 0.5 Da for fragment ion were applied. A second database of
known contaminants provided with the Max Quant suite was also employed. The « match
between runs », « iBAQ » and « LFQ » options were checked. Oxydation (M) was specified as
a variable modification and a carbamidomethylation (C) as a fixed modification. Database
searched were performed with a mass tolerance of 20 ppm for precursor ion for mass
calibration, and with a 4.5 ppm tolerance after calibration. The maximum false peptide and
protein discovery rate (FDR) was specified as 0.01. Seven amino acids were required as
minimum peptide length. The MaxQuant software generates several output files that contain
information about identified peptides and proteins. The « proteinGroups.txt » file is dedicated
to identified proteins : each single row collapses into protein groups all protein that cannot be
distinguished based on identified proteins. An in-house bioinformatics tool have been
developed to automatically select a representative protein ID in each protein group. First,
protein with the most identified peptides are isolated in a so called « match group » (proteins
from the « Proteins IDs » column with the maximum number of « peptides counts (all) »). For
1% of the remaining match groups where more than one protein ID existed, the « leading »
protein has been chosen as the best annotated protein according to the number of Gene Ontology
annotations (retrieved performed from UniProtKB 01/2017). The Perseus software (v 1.6.1.1)
(Tyanova et al.,, 2016) enabled protein quantification (Label Free Quantification) via the
intensity values and performed subsequent statistical analysis of these data. Quantification ere
performed using LFQ values for further analysis, after elimination of reverse and contaminant

entries. Experiments were repeated three times to assess biological reproductibility.



2.8.  Analysis MS data
Co-IP data were analysed and compared to Mock cells using Perseus v 1.6.1.1 Proteins
identified only by site and labelled as contaminant were eliminated. Log2(LFQ intensities) were
used for the analysis and only proteins identified in all three biological replicates in at least one
group (5-HT4R or Mock) were maintained. For the statistical analysis missing values were
substitute with the minimum LFQ value quantified in the remaining list. The proteins were
considered statistically significant using a #-test conducted on both sides setting the number of

randomization at 250 the False Discovery Rate at 0.01 and the S0436 at 0.1.

3. Results

3.1. Identification of 5S-HT4R interactome in HEK-293N cells by AP-MS
5-HT4R interacting proteins were identified in human embryonic kidney HEK-293N cells
transiently expressing hemagglutinin (HA)-tagged 5-HT4R using an affinity purification
coupled to mass spectrometry (AP-MS) protemic strategy. Proteins interacting with 5-HT4R
were immunoprecipitated using an anti-HA monoclonal antibody immobilized onto agarose
beads and resolved by SDS-PAGE. 5-HT4R interacting proteins were identified by nano-flow
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS). Two
experimental conditions were compared : cells transfected with HA-5-HT4R and cells
transfected with empty plasmid (Mock). After band cutting and trypsin digestion, 2,042 proteins
were identified by mass spectrometry. The number was reduced to 440 after filtering out the
proteins with a MS/MS ratio < 4, without at least 2 unique peptides identified in the MS nor
identified in at least two biological replicates in at least one group (5-HT4R or Mock). Label-
free quantification (LFQ) of the relative protein abundances in immunoprecipitates obtained
from 5-HT4R expressing cells and Mock cells showed that 61 proteins were significantly
enriched in immunoprecipitates from cells expressing 5-HT4R, using a #-test conducted on both

sides and setting a stringent False Discovery Rate (FDR) of 1% with Mock condition.

5-HT4R, which was the bait protein, was obviously the most enriched one (Table 1). We also
identified G protein subunits Gaii, Gaiz and G2 but surprisingly not any Gas subunit to which
5-HT4R is canonically coupled to. Consistent with 5-HT4R trafficking and internalisation, we
identified several protein partners involved in these processes such as Vps35, a member of the
retromer complex that participate to the recruitement of GPCRs at the plasma membrane (Choy

et al., 2014), or AP-2 and clathrin subunits involved in the clathrin-mediated internalisation of



the receptor (Miller & Lefkowitz, 2001; Wagener et al., 2009). We also identified known
modulators of G proteins such as Unconventional myosin I and small GTPases like Rab-5 or
Rab-11 that modulate GPCR signaling (Esseltine & Ferguson, 2013). Diverse proteins involved
in the ubiquitination process have also been identified. This post-translational modification play
arole in the regulation of GPCR trafficking and signaling (Kennedy & Marchese, 2015; Shenoy
& Letkowitz, 2003). Others scaffold proteins containing PDZ domains and known for their
regulation of brain GPCRs has also been identified such as DLGI (also known as SAP97),
IQGAPI or MPP6 (Civciristov et al., 2019; Dunn & Ferguson, 2015; Nooh et al., 2014).
Interestingly, several Ephrin receptors seem to be interacting partners of the 5-HT4 receptor.
These tyrosine kinase receptors play an important role in axon guidance and long-term
potentiation which is consistent with the role of 5-HT4R in learning and memory (Egea & Klein,
2007; Kulla & Manahan-Vaughan, 2002; Kullander & Klein, 2002). One of the most enriched
protein is IRS4, an effector of the insulin signaling pathway. Because previous work in our
team showed that 5-HT4R modulates the Amyloid Precursor Protein (APP) trafficking and
processing and that 5-HT4R targeting is of interest in the context of Alzheimer’s Disease (AD)
(Baranger et al., 2017; Cochet et al., 2013), we decided to focus our work on the interaction
between 5-HT4R and IRS4. Indeed, dysregulation of the insulin signaling pathway is one of the
major hallmarks of AD. Whereas IRS1 and IRS2 are ubiquitously expressed, the expression of
IRS4 is more localised in the brain (Fantin et al., 1999; Numan & Russell, 1999), in regions
where 5-HT4R is also expressed such as in the hypothalamus (Medhurst et al., 2001). Moreover,
a study report that the /RS4 gene is the most downregulated gene in the early stages of the
APPswe/PSEN1dE9 model, a mouse model of AD (Jackson et al., 2013). In humans, labeling
of post mortem brain tissue with radioligands showed decreased 5-HT4R expression in patients
with Alzheimer’s disease (Reynolds et al., 1995) whereas another suggested that the receptor
is upregulated in the preclinical stage of the disease (Madsen et al., 2011). In addition,
preliminary data of a recent study support an interaction between APP and IRS4 (Letronne et
al., 2016). They share at least a common interactor, Grb2, which is also recruited by EphA2
receptor, a protein immunoprecipitated by 5-HT4R according to our experiments, and which

also interacts with APP (Fantin et al., 1998; Nizzari et al., 2007; Pratt & Kinch, 2002).



Protein names UniProtID Gene names Difference p value

5-hydroxytryptamine receptor 4 (5-HT4) (Serotonin receptor 4) P97288-2 Htr4 9,04 3,31
Band 4.1-like protein 2 043491 EPB41L2 7,1 3,04
Uncharacterized protein KIAA0195 Q12767 KIAA0195 6,76 3,33
Inactive tyrosine-protein kinase 7 Q13308 PTK7 6,7 3,22
Solute carrier family 12 member 2 P55011 SLC12A2 6,66 3,38
Desmoglein-2 Q14126 DSG2 6,44 3,72
Insulin receptor substrate 4 014654 IRS4 6,39 1,84
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 P46940 IQGAP!1 6,22 2,22
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 P20020 ATP2B1 5,86 2,83
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Q96QK1 VPS35 5,72 2,51
Extended synaptotagmin- 1 Q9BSJS8 ESYT1 5,55 2,44
Band 4.1-like protein 3 Q9Y2J2 EPB41L3 5,38 2,14
Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha P08754 GNAI3 5,1 2,72
Serine/threonine-protein kinase N2 Q16513 PKN2 4,87 1,99
Ephrin type-A receptor 2 P29317 EPHA2 4,8 2,6
Clathrin heavy chain 1 Q00610 CLTC 4.8 2,05
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 P62879 GNB2 4,73 3,29
Ephrin type-A receptor 7 Q15375 EPHA7 4,68 3,57
Lethal(2) giant larvae protein homolog 1 Q15334 LLGLL1 4,68 4

Extended synaptotagmin-2 AOFGR8 ESYT2 4,54 2,76
Ras-related protein Rab-9A P51151 RABY9A 4,46 2,41
WD repeat-containing protein 44 Q5JSH3 WDR44 4,43 2,76
Rabankyrin-5 Q9P2R3 ANKFY1 4,37 4,59
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 P04899 GNAI2 4,3 2,47
4F2 cell-surface antigen heavy chain P08195 SLC3A2 4,3 2,06
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F P10586 PTPRF 4,12 2,05
Carboxypeptidase D 075976 CPD 4,09 2,68
Tyrosine-protein kinase Yes P07947 YESI 4,09 2,28
Catenin alpha-1 P35221 CTNNA1 4,05 2,16
Unconventional myosin-Ic 000159 MYOIC 3,98 2,24
Plexin-B2 015031 PLXNB2 3,98 2,06
Unconventional myosin-Id 094832 MYOID 3,92 2,03
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