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Le facteur, PROK1 aussi dénommé EG-VEGF appartient à la famille des prokinéticines 

(PROK), dont les membres sont directement impliqués dans le contrôle de l’inflammation et 

l’angiogenèse. Ces facteurs agissent via deux récepteurs de la famille des RCPG, PROKR1 et 

PROKR2 et régulent plusieurs processus physiologiques et pathologiques, y compris le cancer. 

Mon équipe de recherche a récemment démontré que l’expression de PROK1 et PROKR2 était 

augmentée dans le cancer du système reproducteur féminin, le choriocarcinome gestationnel 

(CG), et dans la mucoviscidose. L’antagonisation de PROKR2 dans un modèle animal de CG 

diminue le développement et la progression de ce cancer et réduit la réponse inflammatoire, 

suggérant que l'inhibition du système PROK1/PROKR2 pourrait constituer une cible 

thérapeutique prometteuse pour les cancers et les pathologies pro-inflammatoires PROK1-

dépendantes. Cependant, les antagonistes anti-PROKR2 ne sont pas spécifiques pour ce 

récepteur, présentent une toxicité à long terme et peuvent être associés au développement 

d’effets secondaires, car ils bloquent un récepteur partagé avec d’autres membres de la famille 

des PROKs. Ainsi, les objectifs de ma thèse étaient, i) de développer une nouvelle stratégie 

d’inhibition de ce système en ciblant le ligand, PROK1, et i) de mettre en évidence les 

différences moléculaires et cellulaires qui caractérisent les récepteurs PROKR1 et PROKR2 

afin de proposer, à long terme, des stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement l’un ou 

l’autre récepteur. Le développement de la stratégie du blocage du ligand PROK1 a nécessité, le 

clonage de la séquence humaine de prok1 dans différents plasmides, la mise en place de 

plusieurs systèmes « eucaryotes ou procaryotes » d’expression et de production, et le 

développement de nombreuses techniques de purification afin de résoudre sa structure 

tridimensionnelle (STD). Des analyses in silico ont également été réalisées ; pour accélérer la 

résolution de sa STD, caractériser les interfaces de son interaction avec PROKR2, et réaliser le 

docking moléculaire dans le but d’identifier des molécules chimiques capables d’inhiber 

l’interaction PROK1-PROKR2. Un test fonctionnel a aussi été développé pour évaluer in vitro 

les molécules les plus prometteuses. Pour la réalisation de ce test fonctionnel, nous avons généré 

deux lignées stables exprimant PROKR1 ou PROKR2. La caractérisation cellulaire et 

moléculaire de PROKR1 et PROKR2 a mis en évidence l’existence de différences post-

traductionnelles concernant les demi-vies des récepteurs, leur stabilité, leur mode d’adressage 

à la membrane et leurs niveaux de repliement. Partant de ce constat, nous avons débuté l’étude 

des mécanismes sous-jacents à ces différences en ciblant prioritairement les extrémités N- et C-

ter et leurs implications dans le processus de dimérisation potentielle de PROKR1 et PROKR2. 

L’ensemble des résultats de ma thèse ont permis de produire la protéine PROK1, de résoudre 

sa structure et d’identifier les acides aminés impliqués dans son interaction avec le PROKR2. 

Le développement des lignées exprimant PROKR1 ou PROKR2 a permis, i) de mettre en place 

un test fonctionnel de l’activité des prokinéticines, ii) d’identifier trois molécules inhibitrices 

du ligand PROK1 et iii) de démontrer qu’en dépit de la faible différence d’identité entre 

PROKR1 et PROKR2, que PROKR1serait plus stable au niveau de la membrane, subirait moins 

de dégradation au niveau du lysosome, et que sa partie C-ter confèrerait la dimérisation entre 

récepteurs PROKRs. 

En conclusion, ma thèse a apporté des outils moléculaires pour l’étude des prokinéticines, a 

permis d’identifier de nouvelles molécules inhibitrices du ligand PROK1 et de son interaction 

avec PROKR2 et à comparer pour la première fois les deux récepteurs de cette famille. 

L’ensemble de ces données nous permettra de mieux cibler les récepteurs PROKRs et leurs 

ligands afin de proposer une pharmacothérapie plus spécifique des cancers PROK-dépendants 

et des maladies inflammatoires dans lesquelles ils sont dérégulés, comme la prééclampsie et la 

mucoviscidose. 
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Prokineticin-1 (PROK1) protein, also known as EG-VEGF (Endocrine gland derived-vascular 

endothelial growth factor) belongs to the prokineticin (PROK) family, whose members are 

directly involved in the control of key processes such as inflammation and angiogenesis. 

PROK1 acts via two GPCR receptors, PROKR1 and PROKR2 and regulates several 

physiological and pathological processes, including cancer and cystic fibrosis (CF). My 

research team recently demonstrated that the expression of PROK1 and PROKR2 were 

increased in the female reproductive cancer, gestational choriocarcinoma (GC) and in CF. The 

antagonization of PROKR2 in an animal model of GC decreased tumor growth and its 

progression, suggesting that inhibition of the PROK1/PROKR2 system may constitute a 

promising therapeutic target for all PROK1-dependent cancers and pro-inflammatory diseases. 

However, anti-PROKR2 antagonists are not specific for this receptor, exhibit long-term toxicity 

and may be associated with the development of side effects as they block a shared receptor with 

other members of the PROKs family.  

The objectives of my thesis project aimed at i) developing a new strategy that targets the 

inhibition of the ligand, PROK1, and ii) characterizing the molecular and cellular features that 

differentiate PROKR1 from PROKR2 in order to propose new therapeutic strategies that will 

specifically target one or the other receptor.   

The development of the PROK1 blocking strategy required the cloning of the human Prok1 

sequence in different plasmids, the implementation of several eukaryotic or prokaryotic 

expression and production systems, and the development of numerous purification techniques 

in order to resolve its three-dimensional structure (STD).  In silico analyses were also performed 

to accelerate the STD resolution of PROK1, to characterize the sites of its interaction with 

PROKR2, and to perform molecular docking in order to identify chemical molecules able to 

inhibit the PROK1-PROKR2 interaction. A functional assay was also developed to test in vitro 

the most promising molecules. The functional test required the development of two stable cell 

lines expressing PROKR1 or PROKR2. 

The cellular and molecular characterization of PROKR1 and PROKR2 revealed post-

translational differences regarding the receptor’s half-life, its stability, trafficking and folding 

levels. Based on these observations, we initiate the investigation of the mechanisms behind 

these differences, firstly by targeting the roles of N- and C-terminus in these processes, 

particularly in the dimerizations of PROKR1and PROKR2. 

Altogether my thesis project allowed the production of a recombinant PROK1 protein, the 

resolution of  its structure and the identification of the amino acids that are involved in its 

interaction with PROKR2. The development of cell lines expressing PROKR1 or PROKR2 

allowed, i) the set-up of a functional test of the activity of prokineticins, ii) the identification of 

three inhibiting molecules of the PROK1 ligand and iii) the demonstration that, in spite the 

existence of a huge identity between PROKR1 and PROKR2, PROKR1 would be more stable 

at the plasma membrane; undergo less degradation at the lysosome level and its C-terminal part 

may confer the dimeristaion between PROKRs receptors. 

In conclusion, my thesis project established new molecular tools for the study of the 

prokineticins system; identified new inhibiting molecules of the PROK1-PROKR2 interaction, 

and compared for the first time PROKRs cellular and biochemical features. All these data will 

allow better targeting of PROKRs and their ligands in order to propose more specific 

pharmacotherapies for PROK-dependent cancers and inflammatory diseases, such as 

preeclampsia and cystic fibrosis. 
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Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à l’identification de molécules chimiques 

capables d’inhiber l’interaction du ligand prokinéticine-1 (PROK1) avec son récepteur 

PROKR1. PROK1 appartient à une nouvelle famille de facteurs proangiogéniques et pro-

inflammatoires : les prokinéticines. Cette famille est composée de deux ligands : PROK1 

et PROK2 et de deux récepteurs : PROKR1 et PROKR2. Ces récepteurs font partie de la 

superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Mon introduction sera 

divisée en deux parties, la première partie concernera les RCPGs et la seconde concernera 

la famille des prokinéticines. 
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Claude Bernard en 1865 crée, sans le nommer, le concept « de l’Homéostasie » dans son 

ouvrage : Introduction à l'étude de la médecine expérimentale 1.   

Le concept est repris en 1926 par Walter Bradford Cannon et est dénommé « Homéostasie » 2.  

Ce concept, essentiel à la vie, correspond à la capacité d’une entité à répondre à des fluctuations 

extérieures afin de maintenir l’équilibre de son milieu intérieur.  Une cellule, un organe ou un 

corps sont des systèmes hautement organisés, et si leur homéostasie est rompue cela engendre 

une désorganisation qui peut être à l’origine de leur disparition. Ainsi, l’homéostasie est 

intimement associée à la vie.  

Cette notion peut être appliquée à des domaines et à des échelles diverses. C’est le cas de la 

cellule, unité structurale et fonctionnelle d’un organe. La cellule doit maintenir l’homéostasie 

de son milieu intérieur en fonction des fluctuations du milieu extérieur. Pour cela, elle a besoin 

de communiquer avec son environnement. Une structure membranaire doit donc assurer 

l’interface entre ces deux compartiments afin de permettre la communication entre cellules 

voisines à travers le maintien de leurs homéostasies.  

Cette communication requiert un signal (provenant du milieu extérieur), une réception, une 

transduction de ce signal dans le milieu intérieur de la cellule et une réponse adaptée à ce 

signal2. Les récepteurs sont des structures souvent présentes à la membrane qui sont capables 

de capter un signal du milieu extracellulaire et transmettre l’information à l’intérieur de la 

cellule.  

Les récepteurs membranaires ont été classés en trois groupes (Figure 1)3 :  

- Les récepteurs des canaux ioniques (exemple : Récepteur nicotinique, Récepteur 

NMDA) 

- Les récepteurs liés aux enzymes : (exemple : Tyrosine kinase, Sérine/Thréonine kinase) 

- Les Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPGs).  

Mon travail de thèse a porté sur deux récepteurs (PROKR1 et PROKR2) de la famille des 

RCPGs. 

 

 

Figure 1: Différents types de récepteurs membranaires3  



 
 

Page | 27  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Page | 28  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LES RECEPTEURS COUPLES 

AUX PROTEINES G  

(RCPGS) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Page | 29  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Page | 30  
 

1. INTRODUCTION DES RCPGS 

 

Les RCPGs forment le plus large groupe de protéines membranaires codées par le génome 

humain4. Environ 800 gènes ont été identifiés pour les RCPGs, ce qui représente plus de 2% du 

génome fonctionnel humain5. La famille des RCPGs peut être divisée en trois groupes.  

✓ Les récepteurs stimulés par des ligands endogènes que l’on peut retrouver dans le 

milieu extracellulaire comme les hormones (235 identifiés).  

✓ Les récepteurs stimulés par des ligands exogènes provenant de l’extérieur du 

corps, aussi dénommés récepteurs sensoriels, car ils répondent à des stimuli liés au 

sens comme le goût, la vision ou l’odorat (423 identifiés).  

✓ Les récepteurs dits « orphelin » dont le(s) ligand(s) n’a(ont) pas encore été 

identifié(s) (121 identifiés).  

Au niveau structural, ces récepteurs partagent des caractéristiques communes. Ils sont 

constitués de sept domaines transmembranaires qui traversent la membrane plasmique sous 

forme d’hélices α séparant ainsi les boucles extracellulaires et intracellulaires, d’où le deuxième 

nom donné à cette famille de récepteurs « récepteurs à sept segments ou domaines 

transmembranaires ». Ces récepteurs possèdent également une partie N-terminale 

extracellulaire et C-terminale intracellulaires. Malgré cette architecture commune, les 

récepteurs RCPGs diffèrent par leurs parties N- et C-terminales. La stimulation des RCPGs 

induit une cascade de signalisation intracellulaire dépendante de protéines G hétérotrimériques. 

Ces dernières sont constituées de trois sous-unités : α, β et γ, et ont la capacité (la sous unité α) 

de fixer de l’ADP ou le GTP6.  

Malgré des caractéristiques structurelles communes, ces récepteurs sont capables d’être 

stimulés par des substances aussi bien physiques que chimiques. Les RCPGs peuvent être 

stimulés par des photons, des ions (H+, Zn2+, Ca2+), des vitamines (niacine, vitamine A1), des 

métabolites intermédiaires (ATP, acides gras) , ainsi que par des peptides et protéines (Figure 

2)7. 
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Figure 2: Diversité des ligands des RCPGs 

Arbre regroupant les RCPGs par la nature chimique de leur ligand endogène ; adapté de GPCRdb8  

 

La diversité dans les ligands et dans la localisation tissulaire des RCPGs est associée aux 

différentes fonctions qu’ils assurent. Ces récepteurs se retrouvent de manière ubiquitaire dans 

tous les organes et tissus. Néanmoins, chaque cellule exprime son propre pool de récepteurs. 

Par conséquent, les RCPGs possèdent un rôle majeur dans un large panel de processus 

physiologiques comme : l’odorat, la vision, le goût, la chimiotaxie, la prolifération cellulaire, 

la fonction cardiaque, les processus neurologiques (comportement, apprentissage), la réponse 

immunitaire6,9,10, mais aussi pathologique comme les maladies psychiatriques (schizophrénie, 

dépression), les maladies neurodégénératives (Alzheimer), les cancers, les pathologies du 

système reproducteur, les maladies cardiovasculaires, les troubles métaboliques (diabète, 

obésité) et les maladies respiratoires (asthme)6,11–13. 

En 2017, les médicaments approuvés par la « Food Drug Adiminstration ; FDA » ciblant des 

RCPGs représentaient 475 molécules (~34%). Malgré cette grande proportion de molécules 

dirigées contre les RCPGs, seule une faible proportion de récepteurs est ciblée. En effet, les 475 

médicaments ciblent uniquement 108 RCPGs, avec seulement une quarantaine qui est 

fortement ciblés14.  
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Sur 321 molécules en essai clinique en 2017, environ 20% concernent de nouveau RCPGs7. Il 

est donc essentiel de connaître les mécanismes moléculaires et cellulaires en lien avec ces 

récepteurs et d’augmenter le nombre de molécules candidates afin de développer des thérapies 

innovantes. La caractérisation des récepteurs orphelins pourrait ouvrir de nouvelles 

perspectives thérapeutiques14. 

L’importance des RCPGs dans la physiopathologie humaine s’est multipliée suite aux 

nombreux prix Nobel obtenus par les chercheurs travaillant sur ces protéines (Figure 3). 

Ces prix ont couronné différentes découvertes, allant de la compréhension des mécanismes 

d’interaction, ligand-récepteur, à la résolution de la structure tridimensionnelle en passant par 

la caractérisation moléculaire/cellulaire et la régulation fonctionnelle (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Prix Nobel associés aux RCPGs 

2. STRUCTURE DES RCPGS  

La détermination de la structure des RCPGs a été initiée en 1993, suite à l’utilisation de la 

microscopie électronique pour déterminer la structure bidimensionnelle en projection de la 

rhodopsine (résolution 9 Å)15.  
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En parallèle, l’alignement de séquences primaires des RCPGs identifiés a permis de déduire 

leurs structures 16. Ces résultats ont été confirmés, en 2000, grâce à la résolution des structures 

bi- puis tridimensionnelles par cristallographie (résolution 2.6 Å)(Figure 4)17.  

 

Figure 4: Structure de la rhodopsine bovine, publiée en 200017 

Topologie caractéristique d'un RCPG de classe A avec sept hélices transmembranaires (I-VII), une partie N-

terminale (N) et une autre C-ter (C). L'hélice finale (VIII) est perpendiculaire aux autres hélices et parallèle au 

côté cytoplasmique de la membrane plasmique.  
 

Aujourd’hui, de nombreuses structures de RCPGs déterminées dans des conformations actives 

ou non, et en présence ou non d’autres protéines (ligand, β-arrestine, G protéine) sont 

disponibles (Figure 5). 

 

Figure 5: Nombre de structures de RCPGs disponibles pour les 7 classes de récepteurs, depuis l’année 200018  
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Malgré une faible identité de séquence (<20%)19, les RCPGs partagent une architecture globale 

commune (Figure 6) caractérisée par 7 domaines transmembranaires (notés TM1 à 7). Ces 

domaines sont structurés en hélice alpha (α) et constituent un tonnelet tridimensionnel 

permettant l’ancrage du récepteur dans la membrane. Dans la majorité des récepteurs, chaque 

hélice α est constituée de 25 à 35 résidus.  Ces domaines sont reliés par des boucles qui sont 

localisées soit à l’intérieur de la cellule formant ainsi les boucles intracellulaires (ICL1 à 3), 

soit à l’extérieur de la cellule s’agençant dans la matrice extracellulaire et formant les boucles 

extracellulaires (ECL1 à 3). L’extrémité amino-terminale (N-ter) est extracellulaire alors que 

l’extrémité carboxy-terminale (C-ter) est intracellulaire. La possible présence de cystéine dans 

les boucles peut donner lieu à la création de ponts disulfures entre boucles du même type. Ce 

processus se produit entre les ECL1 (ou à la fin de la partie extracellulaire du TM3) et ECL2. 

Une 8éme hélice α peut également exister entre le TM7 et la partie C-ter (Figure 6). Cette hélice 

est un site potentiel de palmitoylation (modification post-traductionnel) permettant son ancrage 

dans la bicouche lipidique, créant ainsi une pseudo boucle intracellulaire 417.  

 

Figure 6: Structure générale des RCPG20  

Au niveau de la bicouche lipidique, les RCPGs possèdent des domaines transmembranaires (TM1-TM7) liés entre 

eux par trois boucles extracellulaires (ECL1-3) et trois boucles intracellulaires (ICL1-3). Des cystéines (C) 

peuvent être présentes dans les boucles ECL1 et ECL2 formant ainsi un pont disulfure. L’extrémité amino-

terminale (NH2) ou N-ter est extracellulaire (ext) et peut subir des modifications post-traductionnelles de type N-

glycosylation (N). L’extrémité carboxy-terminale (COOH) ou C-ter est intracellulaire (int). 

 

La similarité dans l’architecture des RCPGs résulte d’une origine évolutive commune qui est 

notamment visible dans les domaines TM, où l’on retrouve la plus grande identité entre les 

récepteurs, notamment au niveau des résidus essentiels à leur intégrité. À l’inverse, on trouve 
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une forte différence dans les parties hydrophiles comme les parties N-ter et C-ter. En effet, la 

partie N-ter peut compter de 7 (RA2A de l’adénosine) jusqu’à 5900 résidus (très grand récepteur 

couplé aux protéines G : VLGR (Very Large G-protein coupled Receptor)). Ces variations 

constituent un critère pour la classification des RCPGs et sont imputables à la grande diversité 

de ligands qu’ils sont capables de lier.  

3. CLASSIFICATION DES RCPGS 

3.1. Généralités 

 

Les RCPGs sont classés en famille en utilisant différents critères comme la structure, la 

séquence primaire, la phylogénie, la composition en acides aminés ou encore le mode de liaison 

du ligand. Deux classifications sont acceptées par la communauté scientifique et sont les plus 

utilisées. La première est la classification de Kolakowski21,22 séparant les RCPGs en sept 

classes nommées de A à F (Tableau 1). Cette classification est basée sur l’analogie de séquence 

primaire et comprend les RCPGs provenant des vertébrés et des invertébrés.  

 

Les récepteurs de la classe A (environ 700 membres chez l’Homme) sont groupés autour du 

modèle de la rhodopsine. Ceux de la classe B (48 membres chez l’Homme) ont pour modèle la 

sécrétine. En revanche, ceux de la classe C (22 membres chez l’Homme) sont de type « 

métabotrope-glutamate/phéromone ». Pour ceux de la classe D, ils sont de type « phéromone 

fongique (fungal pheromone) », alors que ceux de la classe E et F (37 membres chez l’Homme) 

ont pour modèle « l’AMP cyclique » et « frizzled/Taste2 », respectivement.  

Les récepteurs de la classe D et E ne sont pas présents chez les animaux. Ils sont respectivement 

exprimés chez les champignons et les moisissures (Dictyostelium). 

Une seconde classification plus récente existe aussi. Celle-ci se base sur la phylogénie et est 

dénommée GRAFS, pour Glutamate, Rhodopsin, Adhesion , Frizzled, Secretine23. Une 

comparaison entre ces deux classifications est illustrée dans le Tableau 1. 
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Tableau 1: Classification des RCPGs selon Kolakownsi et GRAFS 24 

 

Les classes A, B et C dont la topologie générale est reportée en (Figure 7) sont les plus 

communes chez l’humain.  

 

Figure 7: Structure générale des RCPGs de classe A, B et C montrant les sites de liaisons orthostériques et 

allostériques.25 

 

3.2. CLASSE A : RHODOPSIN  

3.2.1. Généralités 

Cette classe de RCPGs est la plus prépondérante (~80%). Elle est aussi la classe la plus étudiée 

et caractérisée sur le plan moléculaire, cellulaire et fonctionnel (Figure 8). Ces récepteurs sont 

activés par une variété de ligands allant de la lumière aux hormones, en passant par des 

polypeptides et des lipides ou biogènes (sérotonine). Plus de la moitié de cette classe sont des 

récepteurs sensoriels liés aux différents sens (olfaction, goût, vision).  

Classe A

(Ex. M2 mAChR)

Classe B

(Ex. CRFI)

Classe C

(Ex. GABA)

Orthostérique Allostériques
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D’un point de vue structurel, cette famille est caractérisée par une partie N-ter assez courte et 

par une huitième hélice parallèle à la membrane. Elle comporte également des motifs conservés 

tels que le motif E/DRY situé du côté intracellulaire du TM3 et jouant un rôle important pour 

l’activation de ces RCPGs hormis la tyrosine (Y)27. Ce motif constitue un verrou ionique entre 

les TM3 et 4 qui va être rompu par la fixation du ligand. Un réarrangement va alors s’effectuer 

rendant disponible le site de fixation des protéines G.  

Un autre motif NPXXY situé dans le domaine TM7 est également très conservé. Au niveau du 

TM2, c’est le résidu aspartate qui semble jouer un rôle important dans la liaison du ligand et 

dans le couplage à la protéine G27. En effet, la mutation de ce résidu cause un blocage de la 

régulation allostérique par des cations monovalents comme le sodium (Na+)27. Les membres de 

cette classe possèdent aussi un domaine PIF assez conservé et un motif CWxP impliqué dans 

l’activation du récepteur et dans la transduction du signal. Concernant le site de liaison du 

ligand, il est majoritairement fait par la poche hydrophobe constituée par les domaines TM.  

En raison de l’importance de cette classe et le fait que ces membres ont une faible homologie 

de séquence, particulièrement au niveau des parties extracellulaires (site de liaison du ligand), 

elle a été subdivisée en quatre sous-groupes : α, , , et . Cette nouvelle classification ne fait 

pas l’unanimité. 

3.2.2.  Sous-Groupe α  

Ce sous-groupe est composé de récepteurs activés par de petites molécules. Il représente le plus 

grand cluster des récepteurs olfactifs (388 membres). Le site de liaison du ligand se situe dans 

la poche hydrophobe formée par les TMs. Ce sous-groupe rassemble des récepteurs aux amines 

qui sont les plus représentés (récepteurs sérotonine, dopamine, adrénaline, histidine), mais aussi 

des récepteurs aux prostaglandines, aux opsines répondant à la lumière, à la mélatonine et les 

récepteurs MECA (mélanocortine, à adénosine, cannabinoïdes).  

3.2.3. Sous-Groupe β 

Ce sous-groupe est constitué par les récepteurs activés par des peptides, notamment les 

neuropeptides ainsi que les récepteurs de certaines cytokines. Il est composé par exemple des 

récepteurs au neuropeptide Y, à la cholécystokinine ou encore aux prokinéticines. Le site de 

liaison du ligand implique, en plus de la poche hydrophobe formée par les TMs, la partie N-ter, 

ECL1 et 2.  
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3.2.4. Sous-Groupe γ 

Il est constitué par les récepteurs aux opioïdes, à la somatostatine, à la mélanine, à 

l’angiotensine et aux chimiokines.  

3.2.5. Sous-Groupe δ  

Ce dernier sous-groupe est subdivisé en plusieurs catégories incluant les récepteurs MAS 

(récepteur à l’angiotensine oncogène Mas) avec pour ligand l’angiotensine, les récepteurs aux 

glycoprotéines dont le site de liaison se situe dans la partie N-ter, les récepteurs aux purines, et 

les récepteurs olfactifs (majoritairement orphelin).  

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Classification des 

récepteurs de la sous-famille 

Rhodopsine (classe A) 

La première série de points en partant 

du centre correspond à l’existence 

(rouge) ou non (transparent) d’une 

structure résolue ; le deuxième 

groupement le plus à l’extérieur 

correspond à l’état du récepteur sur 

cette structure existante ; le vert 

correspond à une structure dans un 

état actif, le jaune intermédiaire et le 

rouge inactif ; l’opacité de la couleur 

dépend de la fréquence de l'état de la 

structure de faible, pour une faible 

opacité à haute, pour une haute 

opacité.  

 

3.3. CLASSE B : SECRETINE et ADHESION  

3.3.1. Généralités 

Il existe une grande différence entre la classe A et B, principalement marquée par une faible 

homologie (environ 12%). La classe B ne possède pas les motifs retrouvés dans la classe 

précédente A.  

Au niveau structurel, la partie N-ter est beaucoup plus grande au sein de cette famille (jusqu’à 

300 résidus) et comporte 6 cystéines. Ces résidus thiols vont induire la formation de ponts 
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disulfures nécessaires à la structuration de la partie N-ter en deux feuillets β inverse qui vont 

former le motif sushi essentiel à la reconnaissance du ligand28.  

Ces ligands sont majoritairement des hormones et neuropeptides composés de 30 à 40 résidus. 

Leur partie C-ter se lie à la partie N-ter des récepteurs et la partie N-ter du ligand se lie quant à 

elle aux domaines TMs. Cette famille de récepteurs est impliquée dans de nombreuses 

pathologies métaboliques, neurodégénératives, cardiovasculaires, psychiatriques et dans le 

cancer29. Cette classe est subdivisée en deux sous-groupes : Sécrétine et Adhésion. 

3.3.2. Sous-Groupe Sécrétine (B1) 

Les récepteurs du sous-groupe Sécrétine (15 membres chez l’Homme) ont pour ligand 

principalement des peptides et des hormones comme la sécrétine, le glucagon ou l’hormone 

parathyroïde (PTH) et sont particulièrement étudiés dans le domaine des maladies 

métaboliques. (Figure 9)30. 

 

 

 

 

 

Figure 9: Classification des récepteurs du sous-

groupe Sécrétine (B1) 

La première série de points en partant du centre 

correspond à l’existence (rouge) ou non (blanc) d’une 

structure résolue. La deuxième série, le plus à 

l’extérieur, correspond à l’état du récepteur au niveau 

de la structure résolue : État actif (vert), 

intermédiaire (jaune), inactif (rouge). L’opacité de la 

couleur dépend de la fréquence de l'état de la 

structure : une faible opacité (faible fréquence), une 

haute opacité (forte fréquence).  

 

3.3.3. Sous-Groupe Adhésion (B2) 

Les récepteurs du sous-groupe adhésion possèdent une partie N-ter très longue comportant des 

domaines d’adhésions moléculaires à la cadhérine (CLR), à l’intégrine (ILR), et à la 

thrombospondine (TLR). Les ligands sont majoritairement des composants de la matrice 

extracellulaire comme le collagène de type III (Col3a1) pour le GPR56 ou la chondroïtine 

sulfate31,32. Ces récepteurs sont peu présents chez les vertébrés (33 membres chez l’homme), 

mais fortement exprimés chez les invertébrés, comme l’oursin qui possède presque une centaine 

de RCPGs d’adhésion différents.  
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La majorité des membres de ce sous-groupe possède un motif GPS (GPCR proteolytic site) en 

N-ter, qui semble être un site d’autoprotéolyse. La fonction exacte de ce clivage reste encore 

mal connue, mais des mutations dans ce domaine peut entrainer un mauvais repliement du 

récepteur et causer ainsi des pathologies chez l’Homme (Figure 10)33.  

 

 

 

 

 

Figure 10: Classification des récepteurs du 

sous-groupe Adhésion (B2) 

La première série de points en partant du centre 

correspond à l’existence (rouge) ou non (blanc) 

d’une structure résolue. La deuxième série, le 

plus à l’extérieur, correspond à l’état du 

récepteur sur cette structure existante : État actif 

(vert), intermédiaire (jaune), inactif (rouge). 

L’opacité de la couleur dépend de la fréquence 

de l'état de la structure : une faible opacité (faible 

fréquence), une haute opacité (forte fréquence). 

 

3.4. CLASSE C : GLUTAMATE 

Cette classe regroupe différents récepteurs. Ils sont au nombre de 22, comme les récepteurs 

métabotropiques du glutamate (mGluR1-8), les récepteurs du goût, les récepteurs GABA, les 

récepteurs au calcium et les récepteurs aux phéromones. Au niveau structurel, leur partie N-ter 

est très importante en taille, qui peut atteindre jusqu’à 500 résidus pour la classe B. Elle est 

essentielle à la fixation du ligand. En effet, en se repliant, elle crée deux lobes qui forment le 

site de fixation du ligand (orthostérique). Ce site est aussi nommé VFT pour « Venus FlyTrap 

domain ».  

Ce domaine, en fonction de l’agoniste, peut adopter deux états ; ouvert ou fermé. En effet, un 

agoniste va provoquer la fermeture autour de lui des deux lobes, à l’image d’une plante 

carnivore, d’où son nom VFT34. Cependant, de nombreux autres ligands (allostérique) peuvent 

se fixer sur cette famille de récepteur sur un site différent du site orthostérique, modulant ainsi 

l’activité du récepteur. Une autre spécificité de cette famille est la présence d’une ICL3 courte 

qui semble très conservée35.  De plus, l’oligomérisation est essentielle au bon fonctionnement 

des récepteurs de cette famille, notamment le site de fixation du ligand qui est composé de deux 

lobes stabilisés et connectés aux domaines TMs par des ponts disulfures (Figure 11)35. 
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Figure 11: Classification des récepteurs 

du sous-groupe Glutamate (C) 

La première série de points en partant du 

centre correspond à l’existence (rouge) ou 

non (blanc) d’une structure résolue. La 

deuxième série, le plus à l’extérieur, 

correspond à l’état du récepteur sur cette 

structure existante : État actif (vert), 

intermédiaire (jaune), inactif (rouge). 

L’opacité de la couleur dépend de la 

fréquence de l'état de la structure : une 

faible opacité (faible fréquence), une haute 

opacité (forte fréquence). 

 

3.5. CLASSE D 

Cette classe est composée de récepteurs aux phéromones exprimés dans la partie inférieure du 

nez dans l’organe voméronasal chez les insectes36.  

3.6. CLASSE E  

Cette classe est minoritaire, n’étant composée que d’un très faible nombre de récepteurs. On y 

trouve quatre récepteurs à l’AMPc (cAR) et d’autres récepteurs « cAMP receptor-like » 

présents chez Dictyostelium discoideum (moisissure). Dans le génome de cette moisissure, les 

RCPGs représentent environ 0.5%37.  

3.7. CLASSE F : FRIZZLED ET TASTE2 

3.7.1. Généralités 

Dans cette classe, on trouve deux sous-groupes de récepteurs ne présentant que très peu 

d’homologie (moins de 20% d’identité), mis à part quelques caractéristiques dans les domaines 

TM2, 5 et 7. Suite à l’analyse phylogénique, ces caractéristiques ont suffi pour les grouper dans 

la classe F. Par ailleurs, il a été récemment suggéré, notamment par le site internet GPCRdb, 

que les récepteurs Taste 2 font partie d’une nouvelle classe : Classe T38.  

3.7.2. Sous-Groupe Frizzled/Smoothened 

Ce sous-groupe est composé de récepteurs qui jouent un rôle dans le développement 

embryonnaire, le contrôle de la prolifération, la polarité des cellules et la formation des synapses 

neuronales. Sur le plan pathologique, ils sont impliqués dans de nombreuses maladies comme 
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le cancer et les maladies dégénératives. Deux médicaments approuvés par la FDA ciblent ce 

sous-groupe de récepteurs (Vismodegib et Sonidegib). Au niveau structurel, ils possèdent des 

ICL très courtes et leur partie C-ter varie de 20 à 200 résidus chez l’Homme39,40.  

Aussi, des motifs sont retrouvés chez la majorité des membres de cette famille comme les motifs 

IFL (TM2), SFLL (TM5) et SxKTL (TM7)41. Les récepteurs de la famille Frizzled (11 membres 

chez l’Homme) interagissent avec Wnt (wingless integration site) et ainsi participer au contrôle 

de la différenciation, la prolifération, et l’apoptose au cours du développement embryonnaire42.   

Alors que les récepteurs Smoothened (1 membre chez l’Homme) vont activer le signal 

Hedgehog, la liaison avec les ligands semble se faire via la partie N-ter riche en cystéines 

(Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Classification des récepteurs de la sous-

famille Frizzled (F) 

La première série de points en partant du centre 

correspond à l’existence (rouge) ou non (blanc) d’une 

structure résolue. La deuxième série, la plus à l’extérieur, 

correspond à l’état du récepteur sur cette structure 

existante : État actif (vert), intermédiaire (jaune), inactif 

(rouge). L’opacité de la couleur dépend de la fréquence 

de l'état de la structure : une faible opacité (faible 

fréquence), une haute opacité (forte fréquence). 

3.7.3. Sous-Groupe Taste2 

Ces récepteurs (25 membres chez l’Homme) ont un rôle majeur dans le goût, notamment dans 

la détection du goût amer, sucré et umami (Umami signifie « essence de délice » en japonais, 

et son goût est souvent décrit comme le délice charnu et salé qui approfondit la saveur). Les 

goûts salés et acides semblent être contrôlés par des canaux ioniques.  

Étonnement, l’expression de ces récepteurs n’est pas limitée à la cavité buccale, mais sont 

également exprimés dans le système gastro-intestinal, les poumons et le cerveau. En absence 

de données structurelles, le mode de fonctionnement de ces récepteurs n’est pas encore bien 

caractérisé. Leur site de liaison du ligand semble être dans la poche hydrophobe formée par les 

domaines TMs (Figure 13)43.  
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Figure 13: Classification des récepteurs du sous-groupe 

Taste2 

Les cercles blancs en partant du centre correspondent à 

l’absence de structure résolue.  

4. TRANSDUCTION DU SIGNAL CHEZ LES RCPGS   

4.1. Généralités 

Les RCPGs interagissent avec un grand nombre de partenaires, de nature et de fonction très 

diverses, et qui peuvent être localisés à l’intérieur ou à l’extérieur de la cellule. Même la 

composition lipidique de la membrane plasmique peut influencer le degré d’activation de ces 

récepteurs.44–46 Ces interactions font partie de la transduction du signal et agissent sur les 

équilibres conformationnels intrinsèques des récepteurs47. L’oligomérisation joue également un 

rôle important dans la transduction du signal48. 

 

4.2. Les facteurs extracellulaires 

4.2.1. Généralités sur les ligands 

Par le passé, on considérait que les RCPGs étaient, en l’absence de leur ligand, dans un état 

inactif dépourvu d’activité basale.  Dans les années 90, des preuves de l’existence d’un niveau 

basal d’activité pouvant être inhibé par des molécules ont été avancées50. Un nouveau modèle 

est alors établi considérant que les RCPGs possèdent une activité basale qui va exister en 

équilibre entre un état actif (R*) et un état inactif (R)50. Ce modèle s’ajoute au modèle ternaire 

défini par le triptyque ligand-RCPG-protéine G, nécessaire à la signalisation cellulaire pour 

aboutir à un modèle ternaire « étendu » incluant les deux états R et R* (Figure 14)51. 



 
 

Page | 44  
 

 

Figure 14: Modèle d’activation des RCPGs20 

(A) Modèle initial d’un ligand se fixant sur son récepteur afin de produire une signalisation 

(B) Modèle ternaire incluant dans le modèle A la protéine G noté G 

(C) Modèle à deux états : R* : actif et R : inactif 

(D) Modèle ternaire étendu incluant au modèle ternaire (C) le modèle à deux états (D) 

 

Les ligands peuvent être divisés en deux groupes de par la localisation de leur site de liaison. 

- Les ligands orthostériques, se fixant au niveau du site de fixation des ligands 

endogènes, le plus souvent constitués des domaines extracellulaires et de la cavité 

transmembranaire.  

- Les ligands allostériques, se fixant sur un site en dehors du site de liaison des ligands 

endogènes.  

Les ligands peuvent également être classifiés en fonction de leurs effets biologiques. Ainsi, ils 

sont divisés en 3 groupes : 

- Agoniste conventionnel (complet, partiel ou inverse) 

- Antagoniste 

- Agoniste biaisé 

4.2.2. Les ligands orthostériques 

4.2.2.1. Les ligands conventionnels 

Les agonistes complets ou partiels 

Un agoniste se fixe sur un récepteur en induisant un changement de l’équilibre 

thermodynamique. Ce processus va ainsi favoriser la forme active (R*) pour les agonistes 

complets et partiels et la forme inactive (R) pour l’agoniste inverse. Cette fixation se fait sur la 

forme conformationnelle du récepteur ayant la plus grande affinité pour le ligand.  

L’agoniste complet va produire une réponse biologique maximale contrairement à l’agoniste 

partiel qui va induire une faible réponse biologique52,53. Cet effet est inférieur même à des 

concentrations saturantes et s’expliquerait de deux façons :  
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- Une plus faible affinité de l’agoniste partiel pour l’état actif du récepteur comparé 

à l’agoniste complet 

- Une conformation active différente entre les deux agonistes (Figure 15).  

Les agonistes inverses 

Comme indiqué précédemment, à l’état basal, les RCPGs sont dans un équilibre entre l’état 

actif (R*) et inactif (R). Dans cette situation, l’agoniste inverse va favoriser la conformation 

inactive du récepteur. La réponse biologique est donc inférieure au niveau basal (Figure 15)54. 

4.2.2.2. Les antagonistes  

Un antagoniste est capable de se fixer sur le récepteur et réduire la fixation de son ligand souvent 

par compétition.  Il induit ainsi une diminution de l’effet biologique jusqu’à le ramener à l’état 

basal. Possédant la même affinité pour les deux formes du récepteur, les antagonistes sont 

considérés comme neutre et ne possédant pas d’activité intrinsèque (Figure 15). 

 

 

 

 

Figure 15: Représentation schématique des différents types de ligands des RCPGs classés selon leurs effets 

biologiques55 

 

4.2.2.3. Les ligands biaisés 

Au début de la recherche sur les RCPGs, il était considéré que la fixation d’un agoniste sur son 

récepteur activait toutes les voies de signalisation avec la même efficacité. Cependant, plusieurs 

études ont remis en question cette idée et ont permis d’introduire la notion du ligand biaisé. Ce 
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type de ligand est capable, après sa fixation sur son récepteur, d’activer spécifiquement une 

voie de signalisation plutôt qu’une autre.56 Suite à la fixation de ce type de ligand, un récepteur 

RCPG va, par exemple, activer une protéine G particulière ou encore utiliser une voie de 

signalisation indépendante des protéines G, comme la voie β-arrestine. Ce nouveau type 

d’agoniste a ouvert la voie à de nouvelles perspectives thérapeutiques bien plus spécifiques, 

avec l’espoir de diminuer les effets indésirables.  

Ce fut le cas, par exemple, du ligand biaisé se fixant sur le récepteur à l’angiotensine II (AT1a). 

Ce ligand active spécifiquement la voie β-arrestine et prévient ainsi les effets indésirables du 

traitement tout en conservant les effets bénéfiques sur la prolifération des cardiomyocytes.57 

Ce type de ligand a également été exploité dans le domaine de l’analgésie en agissant sur les 

récepteurs aux opioïdes (MOP). En effet, l’utilisation de ligands biaisés pour la voie Gαi a 

permis une analgésie plus spécifique et a évité les risques de détresse respiratoire associés à la 

voie β-arrestine59. 

Il n’y aurait pas seulement des ligands biaisés, mais également des récepteurs biaisés. En effet, 

le récepteur peut également être biaisé par un manque de signaux nécessaires pour choisir une 

voie par rapport à une autre. C’est le cas de la voie de phosphorylation dont l’absence 

d’activation par un récepteur peut défavoriser la voie β-arrestine au profit de la voie des 

protéines G.  

Le système tout entier peut également être biaisé. En effet, si on considère l’exemple précédent, 

l’absence de phosphorylation peut être due à une répression d’expression de GRK (G protein-

coupled receptor kinases) ou à une surexpression des protéines G59. 

De nombreuses études ont exploré et classé l’activité d’un ligand uniquement par rapport à une 

seule voie de signalisation. Cependant, cette catégorisation fonctionnelle n’est pas applicable à 

toutes les autres voies de signalisation. En effet, un ligand peut être, par exemple, un agoniste 

inverse pour une voie donnée, mais un agoniste partiel pour une autre voie. Le cas d’un ligand 

du récepteur β2-adrénergique ; le propranolol en est un bon exemple : ce ligand est un agoniste 

inverse de la voie Gαs et un agoniste partiel de la voie β-arrestine60. La catégorisation 

fonctionnelle doit donc se faire au regard d’une voie de signalisation spécifique. 

4.2.3. Les ligands allostériques 

Il s’agit de ligands capables de se fixer sur un récepteur de manière spatialement distincte du 

site orthostérique. Ce site peut se situer dans la partie extracellulaire ou intracellulaire d’un 

RCPG et sa fixation induit une modulation de la réponse biologique en agissant sur trois 

aspects : 
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- L’affinité du ligand orthostérique pour son récepteur 

- L’efficacité de la réponse 

- La spécificité de la signalisation en modifiant les voies de signalisation activées par 

le ligand orthostérique seul61–63. 

Cette modification peut être positive ou négative pour la fixation du ligand endogène. Dans le 

cas positif, le ligand allostérique est dénommé ligand allostérique positif (PAM : positive 

allosteric modulators). Dans le cas négatif, le ligand est dénommé modulateur allostérique 

négatif (NAM : negative allosteric modulators). Ces deux types de ligands peuvent être 

qualifiés de non biaisés ou biaisés (BAM : biased allosteric modulators) si l’effet induit est 

spécifique ou non d’une voie de signalisation (Figure 16)25,64.  

 

 

Figure 16: Différents types de modulateurs allostériques PAM ou NAM 25 

 

Il existe également de nombreux autres types de ligands allostériques : 

- Modulateur allostérique silencieux (SAM), considéré comme neutre puisqu’il 

n’affecte pas l’activité du récepteur. 

- Agoniste allostérique capable de se fixer sur le site allostérique et de produire une 

réponse biologique, en absence de ligand orthostérique. 

- Ligand bitopique capable de se fixer à la fois sur le site orthostérique et 

allostérique65,66. 

Par ailleurs, les protéines Gs sont considérées comme des ligands allostériques puisqu’elles se 

fixent au RCPG au niveau d’un site distinct du site orthostérique modifiant ainsi l’affinité du 

ligand pour son récepteur. L’oligomérisation répond également à la définition de l’allostérie.   

Agoniste endogène Non-biaisé (PAM) Non-biaisé (NAM)

Biaisé (PAM) Biaisé (NAM)

Voie A Voie B Voie C Voie A Voie B Voie C

Voie A Voie A Voie B Voie C Voie A Voie B Voie CVoie B Voie C
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L’ensemble de ces éléments impliqués dans la signalisation des RCPGs a fortement complexifié 

le modèle ternaire étendu (Figure 16D) pour arriver au modèle exposé en Figure 17.  

 

 

Figure 17: Modèle d'activation des RCPGs 67 

L : ligand, R : Récepteur, T : transducteur (ex : protéine G), a : état actif, i : état inactif. Les chiffres correspondent 

aux voies activées : T1= protéine G, T2 = β-arrestine. a1 et a2 correspondent aux différentes conformations au 

cours de l’état d’activation.  

 

4.3. Les facteurs intracellulaires 

4.3.1. Transduction du signal : les protéines G 

4.3.1.1. Généralités 

Les protéines G (pG) sont ubiquitaires dans l’organisme et sont responsables de l’activation 

d’un grand panel de voies de signalisation induisant un très grand nombre de processus 

biologiques. Une pG est formée d’un complexe hétérotrimétrique composé de 3 sous-unités 

différentes nommées α, β et γ. La sous-unité α va majoritairement définir les propriétés de la 

pG et notamment sa signalisation. Différentes familles de sous-unités α existent : αs, αi, αq, 

α12. Les sous-unités β et γ sont très proches au niveau conformationnel et forment un complexe, 

fort, très difficile à dissocier. 

Seulement 16 gènes ont été identifiés comme gènes codant pour 21 sous-unités Gα. Ces sous-

unités forment une petite famille de protéines capable d’interagir avec un grand nombre de 

récepteurs.  

Après activation de la pG, cette dernière interagit avec d’autres partenaires appelés messagers 

secondaires capables d’induire l’effet biologique, soit directement (exemple: canaux ioniques), 

soit indirectement par le biais d’autres effecteurs intermédiaires. Après leur dissociation suite à 

leur activation, les sous-unités Gα et le complexe des sous-unités β et γ interagissent avec 

différents messagers secondaires68,69. 
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4.3.1.2. Structure de la sous-unité Gα 

La sous-unité Gα est composée de deux domaines : le domaine AHD (α-helical domain) et le 

domaine Ras (Rat sarcoma virus). Le domaine Ras possède une activité GTPase, en 

interagissant avec les nucléotides GDP/GTP, permettant ainsi la transformation du GTP en 

GDP. Cette activité est minime et des protéines régulatrices nommées RGS (Regulator of G 

protein signaling) peuvent interagir avec la sous-unité Gα afin d’augmenter son activité 

GTPase, jusqu’à ~2000 fois.  

Le domaine Ras est composé de 5 hélices α (α1–α5) et 6 feuillets β (β1–β6) reliés par des 

boucles. Ces boucles peuvent jouer un rôle important dans la liaison des nucléotides, 

notamment la boucle β1–α1, P, β5–α4 et β6–α5. Le domaine AHD (α-helical domain) composé 

de 7 hélices α (αA–αG) forme aussi un domaine de liaison aux nucléotides (Figure 18).  

 

Figure 18: Structure secondaire de la sous-unité Gα68  

Les hélices-α sont représentées par des cylindres et les feuillets β par des flèches. Le domaine hélicoïdal est 

représenté par les 7 hélices-α violettes. Les boucles L1 et L2 font le lien entre ce domaine et le domaine GTPase. 

L’interface avec le RCPG est représentée en rose.  

 

Lors de l’activation du RCPG, il y a séparation des deux domaines AHD et Ras pour libérer le 

GDP (Figure 19). 
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Figure 19: Mécanisme d’échange nucléotidique de la pG 70 

 

4.3.1.3. Activation de la pG 

Le modèle classique d’activation des RCPGs est un modèle séquentiel impliquant quatre 

acteurs: le ligand, le RCPG, la pG et l’effecteur secondaire (par exemple dans le cas d’une 

pGαs ou Gαi c’est l’adénylate cyclase (AC).  

 

À l’état basal, le récepteur RCPG est dissocié du complexe Gα-βγ stabilisé par l’association 

avec le GDP (Figure 20 ; Étape 1). La protéine G existe ainsi sous sa forme hétérotrimétrique-

GDP.  

Durant l’étape de l’association entre le ligand et son RCPG, il se produit une modification 

conformationnelle du récepteur qui permet le couplage avec le complexe hétérotrimérique (α-

βγ) suivi d’un échange de nucléotide où le GTP prend la place du GDP (Figure 20 ; Étape 2). 

Ceci va induire la dissociation de la sous-unité Gα du complexe βγ (Figure 20 ; Étape 3). Ce 

remplacement est supposé fonctionner en utilisant un mécanisme inverse de celui de l’expulsion 

du GDP. Sachant que les deux nucléotides se distinguent seulement par un groupement 

phosphate, et qu’ils ont la même affinité pour la Gα vide, seule la concentration intracellulaire 

en faveur du GTP favorise le déplacement du GDP68.  

La protéine Gα et le complexe βγ se retrouvent sous la forme active et peuvent induire 

l’activation d’autres effecteurs intracellulaires. Pour Gαs, elle va activer l’AC qui va produire 

à son tour l’AMPc ; un second messager. La Gα va par la suite via son activité GTPase 

hydrolyser le GTP en GDP+P mettant ainsi fin à l’activation de l’AC et donc à la transduction 

Complexe de 

haute affinité 

avec la forme 

sans nucléotide

« Pré-couplage » 

de faible 

affinité avec la forme 

liée au GDP

1 2
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du signal pour former à nouveau le complexe hétérotrimère Gα-βγ liant le GDP (forme 

inactive). Pour le cas de la sous-unité Gαi, le mécanisme reste le même, mis à part que la 

fixation de cette sous-unité (liant le GTP) sur l’AC induit son inhibition (Figure 20).  

 

Figure 20: Cycle d’activation du complexe hétérotrimétrique G 71  

 

L’AC est composée de deux domaines cytoplasmiques C1 et C2 qui forment le domaine 

catalytique de l’enzyme lui permettant de transformer l’ATP en AMPc. La régulation de l’AC 

dépend étroitement de la fixation différentielle des sous-unités Gαs ou Gαi.  

En effet, la sous-unité Gαs se fixe sur le domaine cytoplasmique C2 induisant une augmentation 

d’affinité entre C1 et C2 nécessaire à la catalyse de la réaction (Figure 21). Par contre, la fixation 

du Gαi sur C1 diminue cette affinité et donc inhibe la catalyse. Il est a noté également qu’une 

interaction entre la sous-unité Gα ou le complexe βγ avec la partie N-ter cytoplasmique de l’AC 

participe à cette régulation (Figure 21).  

 

Figure 21: Structure de l’adénylate cyclase 72 
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Dans ce modèle classique, les différents éléments (RCPG, pG, AC) sont considérés comme des 

protéines avec un important degré de mobilité dans la membrane plasmique. Ceci est en 

adéquation avec le modèle de « mosaïque fluide » de la membrane plasmique, où les protéines 

peuvent diffuser en 2D. Ce modèle classique de transduction du signal porte aussi le nom de « 

couplage par collision ». Dans ce modèle, les composants diffusent dans la membrane, et le 

couplage entre le RCPG et la pG se fait par rencontre ou collision. La fixation du GTP au niveau 

de la sous-unité Gα induit la dissociation spatiale du complexe Gα-βγ leur permettant d’aller 

interagir avec leurs effecteurs respectifs.  

Ce modèle est apparu en 1978 et a été appuyé par plusieurs études sur la rhodopsine et les 

récepteurs β-adrénergiques. Concernant la rhodopsine et son interaction avec la pG, les 

recherches ont mis en évidence un environnement lipidique particulier lui permettant une plus 

grande mobilité comparée aux autres RCPGs. Concernant les RCPGs adrénergiques, beaucoup 

d’études ont été réalisées sur des récepteurs purifiés et incorporés dans des vésicules 

phospholipidiques (protéoliposomes) possédant également une importante fluidité lipidique.  

Cependant, ce modèle a été remis en cause ; tout d’abord dans des études concernant le 

récepteur à l’adénosine (A2A) où il a été montré un précouplage entre le RCPG et la pG.  

Puis il fut également remis en cause par de nombreuses études qui ont mis en évidence 

l’existence de microdomaines dans la membrane lipidique dénommés « raft lipidique (radeaux 

lipidiques) » où les protéines RCPG, pG et AC se concentrent. Dans ces microdomaines, on 

trouve une forte concentration de cholestérol et de sphingolipides, responsables de la baisse de 

la fluidité membranaire. De plus, ces protéines sont également en interaction avec le 

cytosquelette de la cellule limitant encore leur mouvement latéral. L’existence de ces 

microdomaines pourrait favoriser les interactions entre les partenaires en limitant leurs 

mouvements et donc permettre une transduction du signal plus efficace et plus adaptée (Figure 

22).  
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Figure 22: Modèle de raft lipidique membranaire73 

 

Le modèle de précouplage entre RCPG et pG a été appuyé par de nombreuses études. Il va 

encore plus loin en montrant également l’absence de dissociation entre Gα et le complexe βγ, 

mais aussi l’existence d’un précouplage pG et AC. Le modèle décrit pour la rhodopsine semble 

être un cas spécifique, non applicable à la majorité des RCPGs, ni à d’autres types cellulaires. 

En effet, la dissociation du complexe βγ de la pG a été observé uniquement dans les cellules 

bâtonnets et non dans les cônes74. L’absence de dissociation ne veut pas dire absence de 

mouvement. Lors de l’activation du RCPG, il y a un changement de conformation de la pG afin 

de passer sous une forme active75. 

4.3.1.4.  Interface RCPG/pG et dissociation du GDP  

La partie C-ter et l’hélice α5 de la pG jouent un rôle très important dans l’interaction avec les 

domaines TM3, 5 et 6 et avec les ICL2 et 3 du récepteur RCPG76–80. L’utilisation d’un peptide 

synthétique de la partie C-ter du Gα a permis de démontrer que ce peptide est suffisant pour 

interagir avec les RCPGs et modifier leur dynamique81,82.   

Par ailleurs, l’hélice α5 en C-ter possède une orientation différente entre Gαs et Gαi.76,83 

L’action de la Gα pourrait avoir un effet allostérique sur le RCPG induisant un changement de 

conformation comme ce fut démontré pour le récepteur de l’Adénosine A2A (class A).84 
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En présence de GDP dans la pG, cette hélice α5 interagit de manière hydrophobe avec α1, β2, 

et β3. L’activation du récepteur va induire la dissociation de ces liaisons qui aura comme 

conséquence un mouvement de l’hélice α1, diminuant ainsi son interaction avec αF du domaine 

AHD et accélérant la sortie du GDP. Le domaine αN–β1 a également son importance dans 

l’interaction avec le RCPG via ICL2. Son activation crée une dynamique dans ce domaine qui 

le transmet à la boucle P accélérant le relargage du GDP. Le domaine αN–β1 joue aussi un 

important rôle dans le relargage du nucléotide en interagissant avec ICL2 du RCPG assurant 

ainsi la connexion avec la boucle P. Après activation du RCPG, ce domaine devient plus 

dynamique (Figure 23)85. 

 

Figure 23: Mode d’activation de la protéine G hétéro-trimérique75 

 

4.3.1.5. Formation du complexe hétérotrimétrique 

Bien en amont de l’arrivé du ligand sur son récepteur, le complexe hétérotrimétrique se forme 

entre une sous-unité Gα inactive et le complexe βγ. L’interaction entre ces deux éléments se 

fait entre l’hélice α présente sur la partie N-ter de la Gα et un feuillet β de la sous-unité β formant 

ainsi un cœur très hydrophobe.  

Il existe un grand nombre de sous-unités α (x21), β (x6) et γ (x12). Ce processus de 

complexation des différentes sous-unités s’effectue majoritairement dans l’appareil de Golgi 

(certaines pGs se complexent à la membrane). Le complexe ainsi formé sera adressé à la 

membrane où il sera ancré grâce à des résidus qui ont subi auparavant des modifications post-

traductionnelles (MPTs). Les domaines impliqués dans l’interface α-β seraient très conservés. 
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4.3.1.6. Les messagers secondaires   

Suite à leur activation, les pGs vont pouvoir, en fonction du type de la pG, interagir avec un 

grand panel d’effecteurs aussi appelés messagers secondaires (Figure 24).  

La protéine Gαs 

L’activation de cette pG va induire la production de l’AMPc par le biais de l’adénylate cyclase 

(AC). L’AMPc va alors activer des kinases AMPc-dépendantes comme la protéine kinase A 

(PKA).  

Les protéines Gαi/o/t/z 

L’activation de cette pG va induire la diminution de la production de l’AMPc par le biais de 

l’adénylate cyclase (AC) ou la modulation des canaux Ca2+ dépendant du voltage. 

Les protéines Gαq/11 

Cette pG va induire l’activation des phospholipases C (PLC) qui va produire l’inositol-1,4,5-

triphosphate (IP3) et le diacylglycérole (DAG) après hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate (PIP2). Le relargage d’ion Ca2+ se produit après fixation de l’IP3 sur les récepteurs 

du réticulum endoplasmique tandis que le DAG induit l’activation de la protéine kinase C 

(PKC).  

Les protéines Gα12/13 

Cette pG est responsable de l’activation de la phospholipase A2 (production acide 

arachidonique), de la kinase C-Jun, du RhoGEF et des canaux Ca2+ dépendant du voltage (type 

L). 
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Figure 24: Voies de signalisation des RCPGs médiées par les pGs.86 

Il a été récemment découvert un autre type de régulation des pGs, indépendant des RCPGs et 

passant par des protéines intracellulaires capables de les activer. En effet, un nouveau groupe 

de protéines possédant un motif spécifique pour l’interaction avec les pGs (motif GBA : Gα-

binding and activating) a été identifié (Figure 25). Cette régulation semble être importante 

puisqu’une dérégulation de celle-ci serait associée au développement de pathologies graves 

comme le cancer87. 

 

Figure 25: Activation des pGs par les RCPGs et les protéines GBA87 

Les étapes 1 à 4 représentent le cycle d’activation médié par les RCPGs et les étapes I à III représentent le cycle 

d’activation média par les protéines GBA.  
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4.3.2. Transduction du signal : La β-arrestine  

Dans les années 90, on a démontré pour la première fois que la protéine β-arrestine est capable 

d’être activée par la liaison du ligand au récepteur RCPG pour induire une signalisation 

intracellulaire. Il s’agit d’une protéine cytoplasmique dont l’activation est indépendante des 

pGs. Elle fut longtemps associée au processus de désensibilisation des RCPGs. En 1999, 

Luttrell et son équipe ont démontré une signalisation du récepteur β2-adrénergique passant par 

cette protéine et activant la kinase Src88. Depuis, plusieurs effecteurs secondaires de la β-

arrestine ont été identifiés : kinases PIP3 et la tyrosine kinase, confirmant ainsi son rôle dans 

les voies de signalisation.   

La famille des β-arrestine est composée de 4 membres classés en 2 groupes. D’une part, les 

arrestines visuelles dénommées arrestine 1 et 4 et les arrestines non visuelles dénommées 

arrestines 2 et 3 ou β-arrestine 1 et 2 respectivement.89–91 Elles possèdent une importante 

homologie structurale formées de feuillets β antiparallèles reliés par des boucles et une courte 

hélice α92. La β-arrestine est composée de deux domaines N et C et d’un cœur polaire à 

l’interface de ces deux domaines (Figure 26).  

 

Figure 26: Structure de la β-arrestine93 

 

De par sa structure, la β-arrestine interagit préférentiellement avec un RCPG activé ou 

phosphorylé. Par ailleurs, son activation se fait lors de l’interaction de son cœur polaire avec 

une région phosphorylée du RCPG. Cette observation est appuyée par le degré de conservation 

de certains résidus du cœur polaire et dont les mutations causent une dérégulation de l’activité 

de la β-arrestine92,94.  
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La fixation de la β-arrestine requiert un motif de phosphorylation sur le RCPG. La séquence de 

ce motif est la suivante : Px(x)PxxP/E/D (P désigne une phospho-Serine ou une phospho-

Thréonine et X désigne tout autre acide aminé à l'exception de la proline)95. Suite à la fixation 

de la β-arrestine sur un RCPG, son cœur polaire est désorganisé et sa partie C-ter est libérée 

mettant en évidence les domaines d’interactions pour d’autres protéines en lien avec la 

désensibilisation ou la signalisation.  

Concernant la signalisation, la β-arrestine est capable de lier de nombreux effecteurs, 

notamment les kinases comme les Src, avec lesquelles elle interagit via son domaine N (riche 

en proline)88,96 ou les MAP par son domaine C96. 

 

5. SYNTHESE ET TRAFIC INTRACELLULAIRE DES RCPGS   

5.1. Généralités 

Les RCPGs sont des protéines membranaires dont la synthèse débute dans le cytoplasme. Après 

la reconnaissance du signale peptide (SP); séquence correspondant aux premiers acides aminés 

de la partie N-terminale nouvellement synthétisée, par la protéine cytoplasmique SRP (Signal 

Recognition Particule), la synthèse protéique médiée par les ribosomes cytoplasmiques s’arrête. 

Le complexe est par la suite dirigé vers le réticulum endoplasmique (RE) où la synthèse du 

RCPG va reprendre. Cette synthèse sera accompagnée par un repliement co-traductionnel et 

une maturation associée au RE. Les RCPGs nouvellement synthétisés dans le RE, vont subir un 

trafic intracellulaire pour être acheminés, via les voies vésiculaires, vers la membrane 

plasmique ou ils vont être insérés pour assurer leurs fonctions physiologiques. 

Au niveau de la membrane, la proportion de ces récepteurs est finement contrôlée par des 

processus extra- (comme les ligands) ou intracellulaire comme, l’internalisation, le recyclage 

et la dégradation. La défaillance d’adressage cellulaire peut, directement ou indirectement, être 

à l’origine de pathologies, comme la Néphropathie diabétique ou la Dysgénésie ovarienne97. 

Le RE joue un rôle essentiel dans cette voie d’adressage. En effet, il contrôle le degré de 

repliement, l’assemblage et le contrôle de qualité des protéines nouvellement synthétisées98. 
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5.2. Les séquences signalétiques 

Deux types de séquences signalétiques permettent la reconnaissance de la protéine pour son 

adressage et son intégration dans le RE (Figure 27) : 

➢ Les peptides signaux ou séquence signal (SP) 

➢ Les séquences d'ancrage du signal (SAS) 

 

 

Figure 27 : Transport des RCPGs par la voie de sécrétion avec les différents types de séquences signalétiques99 

 

 

5.2.1. Les peptides signaux ou séquence signal (SP) 

Les peptides signaux se situent à l’extrémité N-ter du récepteur et sont reconnus par la SRP 

(particule de reconnaissance du signal). Cette protéine se lie à son récepteur transmembranaire 

SR (Signal recognition particle receptor) au niveau du RE. Ce récepteur est lui-même associé 

avec le translocon, SEC61. Ce complexe protéique permet la translocation du ribosome-

polypeptide au RE. Le détachement du complexe SRP-SR permet à la synthèse protéique de 

reprendre100 (Figure 28A). À la suite du passage du polypeptide par le translocon, la séquence 

signal est clivée et le reste de la protéine s’agence dans la membrane. Ce repliement est aidé et 

supervisé par des chaperonnes et co-chaperonnes, dont la famille la plus connue est celle 

des HSPs (heat shock protein)101,102. Des modifications post-traductionnelles (MPTs), initiées 

par d’autres enzymes, s’effectuent également pour accompagner ce processus. Une fois la 

synthèse terminée, le ribosome se détache et la protéine reste ancrée par l’intégration des hélices 

α dans la membrane. Ce mécanisme, faisant participer les peptides signaux, est présent chez 

une infime partie des RCPGs (5-10%). Il existe donc un autre mécanisme majoritaire99,103. 
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Figure 28: Synthèse protéique, repliement et maturation des RCPGs104 

 

5.2.2. Les séquences d’ancrage du signal (SAS) 

Les séquences d’ancrage du signal sont présentes chez la majorité des RCPGs, et représentent 

le deuxième type de séquence signalétique. Ces séquences sont localisées au niveau du TM1 

du RCPG et sont aussi capables de se lier à la SRP (Figure 28B). Par la suite, le complexe 

formé suit le même mécanisme décrit précédemment. Il n’y a donc pas de clivage de séquence 

signal dans ce mécanisme.  

Comme évoqué précédemment, l’action des chaperonnes dans le repliement des récepteurs est 

une étape essentielle. Ce contrôle qualité permet un bon repliement de la protéine en évitant 

son agrégation et donc sa dégradation par le protéasome via la voie ERAD (endoplasmic 

reticulum associated degradation) ou par les lysosomes97. 

5.3. Trafic Réticulum Endoplasmique-Golgi 

5.3.1. Généralités 

Suite à la validation de l’étape qualité qui équivaut à un bon repliement du récepteur, celui-ci 

doit transiter du RE à l’appareil de Golgi. Ce transport est assuré par un système vésiculaire 

dépendant de la protéine COPII (COat Protein II). Les RCPGs sont alors localisés dans un 

compartiment dynamique intermédiaire au RE et Golgi dénommé ERGIC (The ER-Golgi 
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intermediate compartment). Le transport peut s’y faire dans le sens antérograde ou rétrograde. 

Le sens antérograde signifie un transport vers le cis-Golgi et le sens rétrograde signifie un 

transport vers le RE, pour des étapes supplémentaires de maturation qui concerne, en particulier, 

les protéines mal repliées (Figure 29)105,106.   

 

Figure 29: Trafique antérograde et rétrograde de la voie de sécrétion107 

 

 

 

Ces transports sont notamment dépendant de la famille de petites protéines GTPase Rab (Ras-

associated binding) permettant le trafic par le biais des filaments d’actine et de tubuline107.  

5.3.2. Les motifs 

Des protéines spécialisées, présentes à la surface des vésicules de transport (exemple : 

Sec23/24) sont responsables de l’interaction avec différents types de motifs présents dans les 

RCPGs ; elles permettent la régulation de l’export du RE108.  

5.3.2.1. Les motifs d’export 

En C-ter  

La partie C-ter, et plus précisément la partie proximale, est déterminante pour l’exportation des 

RCPGs et présente plusieurs motifs conservés, dont voici une liste non exhaustive (Tableau 

2) : 
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Motifs Récepteurs Références 

E(X)3LL  AVPR2 109 

F(X)3F (X)3F  D1R 110 

FN(X)2LL(X)3L  AVPR3 111 

F(X)6LL  α2BAR, AT1R, β2-AR et α1B-AR 112 
 

Tableau 2: Motifs présents au niveau de la partie C-ter des RCPGs 

 

En N-ter 

Peu de motifs d’export ont été identifiés au niveau de la partie N-ter, dont l’importance pour ce 

processus semble dépendante du type de RCPG. Cependant, Un motif a pu être identifié :  le 

YS (Tyrosine Sérine). Il s’agit d’un motif d’export identifié chez les récepteurs adrénergiques 

(α2A-AR, α2B-AR et α2C-AR)113,114. 

5.3.2.2. Motifs de rétention  

Il existe également des motifs de rétention induisant la rétention des RCPGs dans les domaines 

intracellulaires. C’est le cas du motif RXR présent dans l’ICL3 d’une forme tronquée du 

récepteur 2 de l’AVP (AVPR2 ; Arginine Vasopressin Receptor 2). Ce motif causerait la 

rétention de cette protéine au niveau du RE. Dans sa forme complète, le récepteur est adressé à 

la membrane suggérant que le repliement et/ou une maturation particulière seraient 

responsables du  masquage de ce motif 115. Un exemple du rôle de ce type de motif est le cas 

des récepteurs métabotropiques. En effet, l’unité fonctionnelle est un dimère composé de deux 

sous-unités GABABR1 et GABABR2. La sous-unité GABABR1 possède un signal de rétention 

en C-ter l’empêchant de quitter le RE lorsqu’elle est exprimée seule116,117. GABAR2 quant à 

elle est capable d’atteindre la membrane, mais n’est pas fonctionnelle118,119. 

L’hétérodimérisation de ces sous-unités permet de masquer le signal de rétention et d’exporter 

le complexe fonctionnel vers la membrane plasmique116,117,120. D’autres exemples de motifs de 

rétention existent comme : KDEL, KKXX, KXKXX. Ces motifs entraineront un transport 

rétrograde du récepteur par la voie COPI121.  

5.3.3. Trafic dans le l’appareil de Golgi  

C’est dans ce compartiment que les RCPGs atteignent leurs formes matures. Un nombre 

important de modifications post-traductionnelles (MPT) s’y déroulent tout au long de leur trajet 

du Cis puis Med et enfin Trans Golgi. Le statut de glycosylation des RCPGs joue aussi un rôle 

important dans ce processus de trafic intra-Golgi 121. Les protéines Rab, notamment Rab6 et 

Rab8, seraient impliquées dans ce processus122.  
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5.4. Les modifications post-traductionnelles (MPT) 

5.4.1. Généralités 

Les MPTs sont nécessaires à de nombreux processus clés qui régissent le repliement, la 

maturation, la stabilité, la dégradation, l’endocytose et le recyclage des RCPG. Ces MPTs se 

produisent au niveau de tous les domaines composant les RCPGs : N-ter, C-ter, ECLs, ICLs, et 

TMs (Figure 30). Des enzymes seraient à l’origine de ces modifications et elles représentent 5% 

du protéome humain123.  

 

Figure 30: Différents types de modifications post-traductionnelles identifiées sur les RCPGs123  

 

5.4.2. Les phosphorylations 

Les phosphorylations sont les MPTs les plus étudiées. La phosphorylation et la 

déphosphorylation sont contrôlées par deux enzymes ; les kinases et les phosphatases. Ils 

catalysent la réaction principalement sur des Serines et thréonines et également dans une 

moindre mesure sur les tyrosines. Les GRKs (GPCR kinases) et les PKA/PKC sont les kinases 

les plus connues impliquées dans ce processus.  

Un rôle bien défini de la phosphorylation est le recrutement de la β-arrestine. La fixation de 

cette protéine sur des acides aminés phosphorylés induit l’internalisation du RCPG le 

découplant ainsi de sa pG.  

Le recrutement de la β-arrestine par les phosphorylations peut également être la source d’un 

nouveau type de signalisation (Figure 31). Cette nouvelle signalisation peut également être 
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indépendante de la β-arrestine. En effet, la phosphorylation peut induire le découplage d’une 

pG (exemple : Gαs) pour une autre (exemple : Gαi)124,125. 

 

 

Figure 31: Différentes fonctions de la phosphorylation des RCPGs123 

 

5.4.3. L’ubiquitination 

5.4.3.1. Généralités 

L’ubiquitine est une protéine d’~ 8 kDa qui se lie de manière covalente au niveau des lysines. 

Ce type d’MPT est contrôlée par 3 enzymes (E1-E2 et E3). Deux modes d’ubiquitination 

existent 126 : 

- L’ubiquitination basale ou constitutive 

- L’ubiquitination induite par la fixation ligand sur RCPG  

5.4.3.2. Dégradation 

Un premier rôle de l’ubiquitination est l’adressage vers le système endosomale puis vers les 

voies de dégradation protéasome ou lysosome127,128. En effet, les RCPGs mal repliés au niveau 

du RE sont polyubiquitinylés ce qui induit leur transport par le système ERAD vers le 

protéasome127,129. L’ubiquitination des RCPGs présents à la membrane se produit également 

après activation par fixation du ligand. Cette modification dirige les récepteurs vers la voie 

endosomale pour finir, par le biais du MVB (MutliVesicular Bodies), au niveau du lysosome 

où ils seront dégradés (Figure 32)130. Le contrôle temporel de cette dégradation induite par 

l’activation du récepteur dépend du type de RCPG. En effet, ce temps est de l’ordre de quelques 
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minutes pour le récepteur PAR1131,132, de l’ordre de 3 à 6h pour le CXCR4133 ou plus (6-24 h) 

pour le récepteur adrénergique β2134 . 

5.4.3.3. Expression à la membrane plasmique 

Pour certains récepteurs, une ubiquitination basale a été observée. Elle permet d’inhiber 

l’endocytose et donc augmenter le temps de vie à la membrane de ces récepteurs135–137.  

5.4.3.4. Signalisation  

L’ubiquitination peut également modifier la signalisation du récepteur (Figure 32)138,139. C’est 

le cas par exemple du récepteur CXCR2 dont l’ubiquitination en position 327 induit le 

recrutement de la β-arrestine conduisant le récepteur vers la voie ERK1/2. Cette signalisation 

n’est pas retrouvée lorsque la lysine 327 est mutée139. La présence de l’ubiquitine peut 

également modifier la voie de signalisation. C’est le cas par exemple du récepteur PTHR 

(ParaThyroid Hormone Receptor), qui après ubiquitination active la voie MAPK au lieu 

d’induire l’accumulation d’AMPc140.   

 

 

Figure 32: Différentes fonctions de l'ubiquitination des RCPGs123 

 

5.4.4. Glycosylation  

La quasi-totalité des RCPGs subissent des glycosylations dans leurs parties extracellulaires et 

de manière plus prépondérante dans les parties N-ter et ECL2. Les glycosylations s’effectuent 

dans le RE et dans le Golgi et assurent de nombreux rôles : Repliement, trafic intracellulaire, 

signalisation, oligomérisation et liaison du ligand (Figure 34). Ces modifications sont 

contrôlées par une centaine d’enzymes.  
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5.4.4.1. N-Glycosylation 

La N-Glycosylation est la fixation d’un glycane sur une asparagine (N) présente dans une 

séquence N-X (X : n’importe quel acide aminé excepté la proline) -S (sérine)/T (thréonine). 

Cette modification débute de manière co-traductionnelle dans le RE et se termine dans le Golgi. 

La N-Glycosylation est majoritairement présente dans la partie N-ter et dans la ECL2 (Figure 

33B)141–143.  

5.4.4.2. O-Glycosylation 

La O-glycosylation s’effectue au niveau des sérine (S) et thréonine (T) et de manière moindre 

sur les tyrosines (Y). Elle s’effectue dans le Golgi et est initiée par un transfert de GalNAc (N-

AcetylGalactosamine) sur les acides S, T et/ou Y (Figure 33A)144. Il n’y a pas, à ce jour, de 

séquence consensus pour la O-glycosylation.  

5.4.4.3. Rôles de la glycosylation 

Les rôles de la glycosylation sont dépendants des RCPGs. En effet, pour certains récepteurs la 

glycosylation est essentielle à leur bon fonctionnement ce qui n’est pas le cas pour d’autres145–

154. Pour les récepteurs où la glycosylation est essentielle, celle-ci contrôle leur bon trafic et 

adressage vers la membrane plasmique. L’endocytose est également dépendante de la 

glycosylation pour certains RCPGs155.  

Étant présente dans les parties extracellulaires des récepteurs, la glycosylation a un rôle 

également dans la signalisation et notamment dans la liaison du ligand. En effet, pour certains 

récepteurs, la glycosylation est essentielle à leur activité156–160. Il existe aussi des situations où 

la glycosylation peut masquer la poche d’interaction destinée au ligand161,162.  

Tout comme l’ubiquitination, la glycosylation peut induire une modification de la voie de 

signalisation. Un bon exemple est le récepteur PAR1 (Protease-activated receptor 1) où la N-

glycosylation au niveau de l’ECL2 entraine une signalisation médiée par la voie Gα12/13, alors 

que son absence induit l’activation de Gαq162. La glycosylation peut également influencer l’état 

oligomérique des RCPGs163, d’une manière positive ou négative164–166. 

 Récemment, la O-glycosylation a été impliquée dans le clivage de la partie N-ter de certains 

récepteurs pouvant induire un changement de la voie de signalisation (Figure 34)167–169.  
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Figure 33: Glycosylation des RCPGs et trafic intracellulaire123 

 

 

 

 

Figure 34: Différentes fonctions des glycosylations des RCPGs123 
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5.4.5. La palmitoylation 

La palmitoylation est l’ajout d’un groupement lipidique (acide gras palmitate) au niveau de 

cystéines principalement présentes dans la partie C-ter. Cette modification a été identifiée au 

niveau de la ECL4 de la rhodopsine. Ce processus est réversible et contrôlé de manière 

enzymatique : PATs (palmitoyl acyl transferases) / APTs  (acyl-protein thioesterase)170,171. Ces 

enzymes sont présentes dans le RE, Golgi et à la membrane plasmique171–173. Majoritairement, 

la palmitoylation se produit durant la biosynthèse du RCPG. Cependant, certains récepteurs 

peuvent subir cette modification après activation par leurs ligands (Figure 35)174–178.  

5.4.5.1. Le trafic cellulaire 

L’implication de la palmitoylation dans l’adressage à la membrane plasmique a été démontrée 

par de nombreuses études réalisées sur différents RCPGs179–186. En effet, cette modification 

peut être à l’origine d’un mauvais repliement des RCPGs responsable de leurs 

dégradations180,187.  

5.4.5.2. Les rafts lipidiques et l’oligomérisation 

La palmitoylation permet également la localisation des RCPGs dans les microdomaines des 

rafts lipidiques188–194. La localisation dans ces microdomaines semblent essentielles à leur 

oligomérisation195–197.  

5.4.5.3. Internalisation, recyclage et dégradation 

La palmitoylation semble également régulée l’internalisation, le recyclage et la dégradation des 

RCPGs (Figure 35)181,184,198–201. L’explication avancée est le repliement et l’accessibilité de la 

partie C-ter aux protéines initiant l’internalisation qui est modifiée par la présence ou non de la 

palmitoylation.   

5.4.5.4. Signalisation  

Comme vu précédemment, la présence ou non de cette modification peut influencer la structure 

de la partie C-ter induisant ainsi une modification de recrutement des pGs. Ceci conduit à une 

modulation de la signalisation intracellulaire174,202,203. Une autre explication est la présence ou 

non du RCPG dans les rafts lipidiques conduisant à un recrutement différentiel des pGs et une 

oligomérisation modifiée (Figure 35)190,191,204,205.  
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Figure 35: Différentes fonctions de la palmitoylation des RCPGs123 

 

5.4.6. Les autres modifications post-traductionnelles 

Les RCPGs subissent aussi de nombreuses autres MPTs, mais qui restent très peu explorées à 

ce jour (Figure 30). C’est le cas de : 

- Méthylation: Ajout d’un groupement méthyl sur une arginine possédant un motif RGG 

ou RXR localisé majoritairement dans la ICL3. Elle peut modifier la signalisation des 

RCPGs206,207.  

- SUMOylation: Liaison de la protéine SUMO (~11kDa) sur un résidu lysine comportant 

le motif ψ-K-X-(D/E) où ψ est un acide aminé aliphatique208. Elle pourrait modifier la 

signalisation et le trafic des RCPGs209,210.  

- Sulfatation : Elle s’effectue dans le Golgi et se définit par un transfert d’un groupement 

sulfate sur une tyrosine. La sulfatation est notamment trouvée dans les récepteurs 

chimiokines, modifiant ainsi la pharmacologie de ces RCPGs211–215.  

- S-nitrosylation : Elle est majoritairement retrouvée dans les TMs des RCPGs. Elle se 

caractérise par la fixation d’un groupement monoxyde d’azote (NO) sur une cystéine. 

Elle peut modifier l’affinité de l’agoniste216.  
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5.5. Endocytose / recyclage 

5.5.1. Généralité  

L’expression des RCPGs au niveau de la membrane plasmique est régulée par des processus de 

trafic intracellulaire comme l’endocytose. Il s’agit d’une invagination d'une petite région de la 

membrane plasmique conduisant à la formation d’une vésicule cytoplasmique nommée 

endosome.  

Ce processus permet l’internalisation des RCPGs après leur activation par des ligands. La 

désensibilisation est la première étape de ce processus, suivie par l’internalisation (dépendante 

de la clathrine ou des cavéoles), et finalement un triage en fonction des signaux protéiques pour 

adresser les RCPGs : soit vers la voie de dégradation, soit vers le recyclage (resensibilisation). 

En fonction du type de RCPG, ces étapes ne vont pas avoir la même importance, suggérant une 

fine régulation de ce processus.  

5.5.2. Désensibilisation 

Cette étape permet de contrôler la durée de l’effet biologique induit par un RCPG. Elle permet 

de le placer dans un état conformationnel de basse affinité diminuant ainsi son effet.  

On peut distinguer deux types de désensibilisation : 

- Désensibilisation homologue : seuls les RCPGs activés sont désensibilisés 

- Désensibilisation hétérologue : L’activation d’un RCPG entraine l’inhibition d’un autre 

RCPG, souvent via des voies de transduction217 

La phosphorylation initie l’étape de désensibilisation. Celle-ci s’effectue dans la partie 

intracellulaire du RCPG comprenant donc les ICL et la partie C-ter218. Cette phosphorylation 

s’effectue sur les acides aminés sérine et thréonine présents dans ces domaines. Cette étape est 

contrôlée par des kinases.  

Ces kinases se divisent en deux catégories :  

- Les kinases dépendantes des seconds messagers comme la PKA ou la PKC 

- Les kinases indépendantes des seconds messagers : Les GRKs (G protein coupled 

receptor kinases). 

 

L’activation des PKA et PKC s’effectue par le biais de messagers secondaires (AMPc et le 

DAG) suite à l’activation des RCPGs219. Cette phosphorylation va provoquer une baisse 

d’affinité de la pG pour son RCPG puis le recrutement de la β-arrestine va définitivement 

décrocher la pG par encombrement stérique. Ceci va initier l’étape d’internalisation90.  
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5.5.3. L’internalisation 

5.5.3.1. Dépendance de la protéine -arrestine 

Cette étape est dépendante de la β-arrestine de manière prédominante. La protéine β-arrestine 

phosphorylée est dans un état inactif réduisant ainsi son affinité pour la clathrine. Une fois 

recrutée au contact du RCPG, elle est déphosphorylée220. La vésicule d’endocytose va alors se 

créer par le recrutement de la clathrine et la protéine adaptatrice AP-2 puis se fermer par le biais 

d’une protéine GTPase : la dynamine.  

La protéine AP-2 est indispensable à l’interaction de la clathrine avec les lipides de la membrane 

plasmique221. En effet, AP-2 interagit avec la membrane plasmique enrichie en PIP2. Cette 

interaction induit un changement de conformation de la protéine lui permettant d’exposer des 

sites de liaisons à la clathrine (Figure 36)222. 

Par le biais du cytosquelette, elle va rejoindre des organites notamment les endosomes223.   

 

Figure 36: Modèle d’internalisation des RCPGs par la voie dépendante de β-arrestine224 

 

Les domaines N et C-ter de la β-arrestine permettent la complexation avec la clathrine.225,226 La 

partie C-ter de celle-ci est également nécessaire à l’interaction avec AP-2 via deux arginines 

(R394 et R396)221. De nombreuses disparités existent quant au temps d’interaction entre la β-

arrestine et le RCPG. Cette disparité est dépendante de la classe du RCPG et de la nature du 

ligand. Une interaction transitoire est retrouvée chez les RCPGs de classe A suite à une 

phosphorylation préférentiellement par GRK2, alors qu’une interaction plus stable est 

majoritairement observée chez les RCPGs de classe B, phosphorylés préférentiellement par 

GRK5 et 6. Cette temporalité oriente le devenir du récepteur avec un recyclage rapide pour des 

interactions transitoires et un recyclage lent ou une dégradation pour les interactions plus stables 
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dans le temps227–229. Cette temporalité semble corréler avec la stabilité de la β-arrestine 

ubiquitinylée230,231.  

Ces réactions d’ubiquitination et de désubiquitination sont contrôlées par deux enzymes ; 

l’ubiquitine ligase E3 et l’ubiquitin-specific-protease 33 (USP33), respectivement232. 

Il est à noter que des mécanismes d’internalisation indépendants de β-arrestine et dépendants 

de la clathrine existent.  

Dans ce cas, la complexation se fait directement entre la protéine AP-2 et le RCPG par un motif 

(YXXφ où Y est une tyrosine, φ un acide aminé hydrophobe et X peut être n’importe quel acide 

aminé) en C-ter, qui permet son recrutement dans les vésicules à clathrine233. 

5.5.3.2. Indépendante de la protéine -arrestine 

La voie cavéole 

Au début de ce chapitre, j’ai mentionné l’existence également d’un mécanisme d’internalisation 

passant par les cavéoles et non la clathrine234. La formation des cavéoles est dépendante de trois 

protéines : caveoline, cavine et pacsine. Ce mécanisme est initié dans les rafts lipidiques riches 

en glyco-sphingolipides et en cholestérol. La cavéoline lie directement le cholestérol. 

L’interaction avec le récepteur peut se faire directement avec la cavéoline par le biais de motifs 

présents sur le récepteur (φXφXXXXφ et φXXXXφXXφ, où φ est un résidu aromatique : Trp, 

Phe ou Tyr, et X peut être n’importe quel acide aminé). L’interaction peut également se faire 

uniquement par l’intermédiaire de la sous unité αq, qui en se liant à la cavéoline facilite son 

association avec le RCPG (Figure 37C)235,236.  

Il est à noter que les mécanismes d’internalisation sont aussi dépendants de la classe de RCPG. 

Certains RCPGs peuvent utiliser plusieurs voies d’endocytose237,238. Pour un même récepteur, 

la spécificité est également dépendante de la nature et de la présence ou non de l’agoniste239,240. 

La voie endophiline 

Les endophilines sont impliquées dans une voie d’endocytose très rapide induite après 

l’activation d’un RCPG (quelques secondes). Ce processus est nommé FEME (fast endophilin-

mediated endocytosis)241. Cette protéine s’accumule dans des domaines au niveau de la 

membrane plasmique de manière dynamique en fonction de l’activation ou non des RCPGs. 

Cette accumulation se fait par recrutement via un complexe protéique impliquant également 

des lipides : Cdc 42, FBP17, CIP4, SHIP, Lmpd, PIP2 et PIP3.  
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L’endophiline, par le biais de son domaine BAR et d’une hélice α présente en N-ter, possède la 

capacité d’incurver la membrane et donc d’initier la formation de vésicule d’internalisation. 

L’interaction avec les RCPGs s’effectue quant à elle via son domaine Src homology 3 (SH3), 

qui se lie au domaine riche en proline de l’ICL3 du récepteur (Figure 37B)241–244.  

 

 

 

Figure 37: Différents mécanismes d’internalisation des GPCRs245 

(A) Mécanisme Clathrine dépendant et β-arrestine dépendant (2a) ou indépendant (2b) 

(B) Mécanisme endophiline dépendant  

(C) Mécanisme cavéole dépendant 

 

5.5.3.3. La voie GRKs :  

La découverte de la famille des GRKs se produisit de manière concomitante à celle de la 

phosphorylation d’un RCPG. En effet, dans les années 70, suite à l’activation de la rhodopsine, 

on détecte une phosphorylation médiée par une kinase identifiée comme GRK1246–248. De 
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nombreux membres de cette famille furent par la suite identifiés comme interagissant avec de 

nombreux RCPGs. Cette famille est composée de 7 membres divisés en 3 groupes de par leur 

distribution tissulaire et leur sélectivité :  

- GRK1 et 7 : GRK de la rhodopsine 

- GRK2 et 3 : ubiquitaire 

- GRK4 : exprimée dans les testicules, le cerveau et les reins 

GRK5 et 6 : ubiquitaire 

Les GRKs possèdent plusieurs domaines spécifiques avec un domaine catalytique permettant 

la phosphorylation ; un domaine RH (RGS homology domain), jouant un rôle dans sa 

localisation à proximité de la membrane ; un domaine PH uniquement présent chez GRK2 et 3 

permettant l’interaction avec le complexe βγ de la pG, et des domaines N-ter et C-ter 

variables249–251. La partie N-ter est essentielle à la localisation de la kinase, mais également à sa 

fixation à d’autres protéines. Le lieu de la phosphorylation est dépendant de chaque RCPG, 

avec une préférence pour la partie C-ter et ICL3252. La phosphorylation va alors jouer un rôle 

d’appât pour le recrutement d’autres protéines comme la β-arrestine (Figure 38).  

 

Figure 38: Domaines des GRKs 253 

RH: Regulator of G protein signaling (RGS) homology domain 

PH:  pleckstrin homology, permet l’interaction avec le complexe βγ de la pG 

GRK4 possède un épissage alternatif avec la présence (rectangle noir) ou non (rectangle blanc) des exons 2 et 15  
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Les GRKs sont des protéines solubles agissant à proximité de la membrane plasmique. Pour 

cela un mécanisme doit leur permettre d’arriver à proximité des RCPGs. Ce mécanisme est 

dépendant des sous-groupes précédemment exposés.  

GRK1 et 7 :  

Assurent la prénylation (modification post-traductionnelle qui consiste en l'attachement par 

liaison covalente d'un groupement farnésyl (C15) ou géranylgéranyl (C20) à l'extrémité C-

terminale de certaines protéines) sur la partie C-ter, ce qui leur permet d’être constamment à la 

membrane plasmique254. 

GRK2 et 3 :  

Participent au recrutement à la membrane plasmique en se fixant aux sous-unités βγ par le 

domaine PH255,256. 

GRK 4, 5 et 6:  

Assure la palmitoylation (formation d'une liaison covalente entre un acide gras, comme l'acide 

palmitique, et un résidu de cystéine, moins fréquemment de sérine ou de thréonine, 

généralement sur une protéine membranaire) de la partie C-ter ou d’une hélice α257. 

 

5.5.4. Recyclage ou dégradation 

Suite à l’internalisation, plusieurs voies sont possibles pour les RCPGs, mais dans un premier 

temps, la vésicule membranaire formée par endocytose et contenant le complexe ligand-RCPG 

va être acheminée vers les organites vésiculaires ; l’endosome précoce, avec lequel elle 

fusionne et où s’effectue le tri du contenu vésiculaire. Un pH de 6,5 au sein de cet organite 

favorise l’action de dissociation des complexes ligand/RCPG. Suite à cette étape, deux voies 

principales sont possibles pour ces protéines :  

- La première est le recyclage du RCPG :  

Ce processus est alors nommé resensibilisation. Il permet aux RCPGs de retourner à la 

membrane plasmique où ils peuvent assurer de nouveau leur rôle physiologique.  

- La seconde est la dégradation du RCPG :  

Ce processus catalytique est assuré par les lysosomes, et participe à la régulation négative du 

niveau d’expression membranaire du récepteur258.  
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Ce tri s’effectue par une sélection spatiale au sein de l’endosome formant des tubes ou des 

vésicules selon le devenir des RCPGs : Recyclage ou dégradation (Figure 39).  

 

 

 

Figure 39: Tri des endosomes contenant les RCPGs vers le recyclage ou la dégradation259 

 

5.5.4.1. La dégradation 

Trois voies dirigent les récepteurs vers la dégradation, la voie ESCRT (endosome sorting 

complex required for transport), GASP (GPCR-associated sorting proteins) ou SNX-1 (Sorting 

Nexin-1). Les RCPGs sont dirigés vers l’endosome tardif ou MVB (Multi Vesicular Body) par 

ces trois voies de manière ubiquitine dépendante (ESCRT) ou non (GASP ou SNX-1). Les trois 

voies dirigent ces protéines vers la voie lysosomale pour la dégradation260–263. L’ubiquitination 

s’effectue en amont sur le RCPG (partie C-ter) au niveau de la membrane afin de permettre son 

acheminement vers le MVB et sa dégradation par les lysosomes264,265. 

5.5.4.2. V.3.2. Le recyclage 

Le recyclage utilise plusieurs voies. 

La voie ASRT 

Pour le recyclage des RCPGs, un autre complexe est mis en jeu, celui du complexe ASRT 

(actin-sorting nexin 27-retromer tubule)266–268. Ce complexe est composé de la SNX27 et du 
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rétromère lui-même composé des protéines Vps (vacuolar protein sorting). Il participe à 

l’organisation en tubules des endosomes précoces. Ce complexe se lie à un motif présent sur la 

partie intracellulaire du RCPG nommé PDZ (PSD-95/Discs-large/ZO-1). Ce complexe se lie 

préférentiellement aux RCPGs de la classe A par rapport à la classe B, ce qui peut expliquer la 

différence dans la vitesse de recyclage269,270.  

 

Des modifications comme la phosphorylation ou la formation de pont disulfure peuvent altérer 

la reconnaissance de ce domaine et donc le recyclage (Figure 40). Il est à noter qu’une voie 

indépendante de la SNX27 existe (Figure 40).  

V.3.2.2. La voie rétrograde 

Une voie rétrograde existe aussi et passe par l’appareil de Golgi avant l’étape de recyclage vers 

la membrane plasmique. Ce mécanisme semble être rétromère (Vps35) dépendant (Figure 

40)271.  

 

 

Figure 40: Différents modes de recyclage des RCPGs271 
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Cas des protéines Rab   

Les protéines Rab sont une grande famille de protéines GTPase (60 membres) qui ont des rôles 

dans de nombreux processus biologiques en lien avec le trafic des RCPGs : transport réticulum 

-Golgi, endocytose, recyclage, dégradation272. Elles jouent ce rôle en se fixant sur la partie C-

ter des RCPGs273–275. 

Rab4 est impliquée dans le recyclage rapide de l’endosome à partir de la membrane plasmique. 

Pour la formation de l’endosome précoce, c’est Rab5 qui joue un rôle dans la formation et la 

fusion des vésicules composées de clathrine272,276. Ces protéines ont aussi un rôle dans le tri 

vésiculaire. Étonnement, il n’existe pas de séquence consensus pour la fixation des Rabs sur les 

RCPGs.  

6. OLIGOMÉRISATION DES RCPGS 

6.1. Généralités 

Nous avons longtemps pensé que les RCPGs fonctionnaient exclusivement sous la forme 

monomérique avec un rapport stœchiométrique de 1:1 avec sa pG. Mais depuis plus d’une 

vingtaine d’années, de nombreuses études ont démontré, non seulement l’existence, mais 

également le rôle des oligomères des RCPGs : dimères, mais aussi des structures d’un ordre 

supérieur. Des données de l’existence des homodimères sont issues d’expériences de 

réticulation, d'inactivation par rayonnement, d'études hydrodynamiques et de clonage. 

Concernant l’existence des hétérodimères, ils ont été suggérés suite à des expériences de 

récepteurs chimères (récepteur adrénergique α2C et muscarinique m3). Ces études ont 

démontré, par exemple, que le récepteur GABA B, non fonctionnel, a besoin d’acquérir une 

structure en hétérodimère pour devenir fonctionnel. Cette complexification a permis la 

considération de nouvelles cibles thérapeutiques qui restent à explorer.277 Cependant, d’autres 

études ont aussi montré l’existence de récepteurs monomériques capables de produire un signal. 

Ceux-ci fut démontré par l’isolation des récepteurs β2-adrénergique ou rhodopsine en situation 

monomérique avec leur pG (Gαs ou Gαt)205,278.  

6.2. L’oligomérisation au niveau structural 

De nombreuses études ont montré biochimiquement l’existence de l’oligomérisation des 

RCPGs. Cependant, peu de structures cristallographiques existent. Concernant les 

homodimères, on peut trouver celle des récepteurs aux chimiokines CXCR4279 et celles des 

récepteurs opioïdes μ et κ280,281. Les interfaces dans ces structures étaient localisées dans les 
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domaines TM5 et TM6 pour les récepteurs CXCR4 et μ-opioïde et TM1, 2 et 3 pour le récepteur 

κ-opioïde. Ces données démontrent l’existence d’une diversité d’interfaces concernant les 

homodimères. Ceux-ci sont résumés dans le Tableau 3 et la Figure 41.  

 

 

Tableau 3: Les différents TMs participant à l’interface protomère-protomère lors de la dimérisation282 

 

 

 

Figure 41: Interface potentielle de dimérisation de RCPGs283 

 

Le domaine N-ter peut également être impliqué dans l’interface entre les protomères284,285.  

Concernant les oligomères, la structure résolue du récepteur β1-adrénergique a montré la 

jonction de deux dimères possédant deux interfaces différentes (Figure 42) qui mettent en 

jeu pour : 
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- L’interface 1 : TM1, 2, hélice α8, ECL1 

- L’interface 2 : TMIV,V, ICL2 et ECL2.  

 

Figure 42: Oligomérisation des récepteurs β1-adrénergique286 

Peu de structures d’homo ou hétéro-oligomère existent, car les conditions de purification et de 

reconstitution pour des études structurales ne sont pas encore optimales.  

6.3. Formation stable des oligomères 

De nombreuses études ont suggéré l’existence d’entité stable de ces oligomères qui se forme au 

cours de leur biosynthèse, notamment dans le réticulum endoplasmique (RE). Cette suggestion 

est appuyée par l’existence de récepteurs dont la dimérisation est nécessaire pour leur 

expression à la membrane plasmique. C’est le cas des récepteurs β2-adrénergiques et α1B-

adrénergiques287–289. Il a également été montré que les oligomères pouvaient se pré-coupler 

avec la pG et avec des effecteurs secondaires dans le RE287–289. Un modèle est alors apparu, 

considérant ces oligomères comme une base ou un échafaudage nécessaires à la formation du 

complexe signalétique complet, comprenant les oligomères de RCPGs, les pGs et certains 

effecteurs secondaires (adénylate cyclase290,291, canaux Kir3290,292). Ces complexes seraient 

assemblés dans le RE afin d’être fonctionnels rapidement et répondre, d’une manière 

spécifique, dès leur insertion dans la membrane plasmique. En effet, une composition 

spécifique de l’oligomère (hétéro ou homo/dimère ou multimère) permet la création d’un 

complexe spécifique et unique pour une signalisation donnée.  
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6.4. Formation transitoire des oligomères 

Une nouvelle approche, la microscopie SM (Single-molecule localization microscopy), permet 

de suivre une protéine couplée à un fluorochrome jusqu’à son arrivée à la surface cellulaire. 

L’apparition de cette technique pour l’étude des RCPGs a remis en question l’oligomérisation 

stable exposée précédemment et tend davantage vers une oligomérisation transitoire et brève. 

Peu d’études à ce jour ont été entreprises pour l’investigation de la stœchiométrie des RCPGs.  

Les études existantes montrent une faible proportion de formes dimériques : 30, 26, 40, 30, et 

36% pour les récepteurs muscarinique M1, muscariniques M2, FPR (internalization-deficient 

N-formyl peptide receptor), dopaminergique D2L, et à l’apéline, respectivement. À ce jour, très 

peu d’études utilisant cette technique se sont intéressées à l’hétérodimérisation. Aussi, plusieurs 

études ont démontré l’existence d’une stabilisation plus importante de la forme dimèrique en 

présence du ligand. Ainsi, les récepteurs neurokinine-1 293, muscarinique M1293 et 

dopaminergique D2 présentent une demi-vie basale de 69 ms pour le complexe dimérique qui 

passe à 98 ms en présence de l’agoniste197,294. La présence du ligand ne suffit pas en soi puisque 

celui si doit se fixer sur son récepteur295. La présence de certains agonistes peut induire la 

dissociation des formes oligomériques en structure monomérique295,296.   

Ces résultats sont en faveur d’une oligomérisation transitoire influencée par le contexte 

cellulaire (présence de l’agoniste, densité du récepteur, courbure de la membrane) (Figure 43)297. 

 

Figure 43: Oligomérisation transitoire des RCPGs282 

(a) Échange dynamique entre les formes monomères, hétéromères et oligomères.  
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(b) Signalisation croisée entre protomères d’un dimère : La fixation d’un premier ligand (orange) sur un 

protomère induit une voie de signalisation et la fixation d’un autre ligand (vert) sur l’autre protomère module la 

signalisation.  

 

Afin de réconcilier ces deux modèles, on peut imaginer que la formation du complexe 

oligomérique lié à la pG et aux effecteurs pourrait, une fois à la membrane, acquérir une 

flexibilité pour mieux répondre aux contraintes de son environnement cellulaire. Néanmoins, il 

est difficile à ce jour de conclure pour l’un ou l’autre des modèles. Des techniques différentes 

pour l’étude d’un même récepteur donnent des résultats différents. De plus, la majorité de ces 

études ont utilisé un récepteur purifié ou un modèle cellulaire surexprimant les récepteurs, 

conditions éloignées de la physiologie de ces récepteurs. 

6.5. Oligomérisation et pharmacologique 

La dimérisation aurait d’importants impacts sur la pharmacologie des RCPGs. Qu’elle soit 

homo ou hétéro, la dimérisation induit une modification des propriétés pharmacologiques du 

récepteur comparé à son état monomérique. Plusieurs paramètres peuvent être modifiés comme 

l’affinité aux ligands, sa capacité de signalisation, son adressage à la membrane, son taux 

d’internalisation298,299. 

Pour certains récepteurs, la dimérisation est nécessaire à la signalisation (Figure 44A), c’est le 

cas des récepteurs GABAR1 et GABAR2, où le premier récepteur permet la fixation du ligand 

et le second la transduction du signal300,301. La dimérisation peut également permettre d’orienter 

préférentiellement le dimère vers un effecteur différent de celui des monomères (Figure 44B et 

C). C’est par exemple le cas pour les récepteurs à la dopamine où l’hétérodimérisation de D1 

et D2 permet une sélection parmi les pGs. En effet, l’hétéromère va préférentiellement activer 

la voie Gαq alors que les monomères vont activer les voies Gαs et Gi, respectivement (Figure 

44B)302. Une sélection entre différents effecteurs est également possible. C’est le cas du 

récepteur MOR (μ-opioid receptors), qui après son hétérodimérisation avec le récepteur DOR 

(δ-opioid receptor) induit une signalisation via la voie β-arrestine, contrairement à son 

monomère qui utilise une signalisation pGs-dépendante (Figure 44C)303. 
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Figure 44: Dimérisation et signalisation304 

Comme nous venons de le voir, les RCPGs sont exprimés dans tous les tissus chez l’homme et 

sont impliqués dans un large panel de processus physiologiques, mais également pathologiques 

comme résumé sur la Figure 45. 

 

 

Figure 45: Fonctions physiologiques pathologiques impliquant des RCPGs305 
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Au cours des vingt dernières années, mon équipe s’est intéressée à une nouvelle famille de 

protéine, les prokinéticines. Cette famille est composée de deux ligands PROK1 et PROK2 et 

de deux récepteurs PROKR1 et PROKR2 appartenant à la famille RCPGs. Dans le prochain 

chapitre, je vais décrire cette famille au niveau génique, protéique, physiologique et 

pathologique.  
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1. DECOUVERTE DE LA FAMILLE DES PROKINETICINES 

1.1. Les ligands 

L'histoire des prokinéticines commence au début des années 1970 grâce aux travaux des 

chercheurs sud-africains Daniël J. STRYDOM et François J. JOUBERT 306. Ils s’intéressaient 

à l’étude du venin du serpent le plus dangereux de leur pays, le mamba noir, également connu 

sous le nom de Dendroaspis polylepis 306. Ils ont commencé par séparer, purifier et séquencer 

plusieurs composants de ce venin 307, dont une protéine qu'ils ont dénommée en 1980, protéine 

A du venin de mamba noir (VPRA) 308.  Dix ans plus tard, une équipe française, celle de Hugues 

SCHWEITZ et Michel LAZDUNSKI,  qui s’intéressait à la régulation des canaux ioniques du 

tissu épithélial, a pu caractériser des protéines du venin de mamba, particulièrement la 

Dendrotoxine I, en utilisant la méthode HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 306. 

Cette protéine représente 20% des constituants du venin du mamba noir, et exerce des effets 

régulateurs de l’activité des canaux étudiés par l’équipe.  

Grâce à l’HPLC, ils ont isolé 28 peptides qui représentent 99% des protéines présentes dans le 

venin. 14 peptides cationiques appartenaient à la famille des dendrotoxines (DTX). Les 14 

autres peptides, moins cationiques, ne se liaient pas aux récepteurs DTX et n'induisaient pas la 

libération de GABA par les synaptosomes, après injection intracérébroventriculaire, 

caractéristique des protéines appartenant à cette famille 309. La moitié de ces peptides ont eu 

une action contractile sur l'iléon du cobaye. Une  seule protéine se distingua des autres par son 

fort pouvoir de contraction dénommée dans cette étude G4 en référence à l'ordre de sa sortie de 

la colonne de l’HPLC 309. Ce n'est qu'entre 1998 et 1999 que la même équipe a pu caractériser 

la structure (par Résonance Magnétique Nucléaire) et la fonction de la protéine G4, qu’ils ont 

dénommée, MIT-1 pour Mamba Intestinal Toxin 1 en raison de son action sur l'iléon 310,311. En 

1998, grâce au séquençage de la protéine MIT-1, on découvre qu’il s’agit de la protéine VPRA. 

MIT-1 représente 3,2% du poids du venin sec et est composée de 81 acides aminés.  

Un autre membre de la famille des prokinéticines a été découvert en 1999 dans les sécrétions 

cutanées de la grenouille Bombina Variegata et a été dénommé Bv8 en référence à son espèce 

d'origine et à son poids moléculaire ; 8kDa. Cette protéine a été purifiée et séquencée par la 

même équipe qui a montré que la protéine Bv8 mature était composée de 77 acides aminés 

(8kDa) avec 10 cystéines comme MIT-1, et un peptide signal (PS) de 19 acides aminés. Bv8 

induit également une contraction de l'iléon chez les cobayes, les rats et les souris 312.  Des 

protéines de type Bv8 ont également été trouvées dans les sécrétions cutanées de Rana 

temporaria et Rana esculenta. Bv8 et MIT-1 ont 58% d'identité 312. 
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La première trace d'un analogue des prokinéticines chez les mammifères date de 1994, lorsque, 

dans une expérience de piégeage d'exon, un homologue possible de MIT-1 a été trouvé chez la 

souris 313. Mais ce n'est qu'en 1999 que l’analogue de Bv8 chez les mammifères a pu être 

identifié par la même équipe qui a découvert Bv8 chez les grenouilles. Cet analogue de Bv8 a 

été identifié dans des extraits de cellules cérébrales 314. Le peptide mature a 60 acides aminés 

(ou 86 avec sa séquence signale : SP). La séquence codante présente 62% d'identité avec son 

analogue chez la grenouille. Deux isoformes de Bv8, une longue de 121 acides aminés (Bv8-b) 

et une plus courte de 107 acides aminés (Bv8-a) ont aussi été identifiés dans les testicules de 

souris 314. 

À quelques mois d'intervalle, deux autres équipes ont découvert en 2001 les analogues humains 

des prokinéticines.  

En utilisant un algorithme comparant les séquences du génome humain avec celles de Bv8 et 

MIT1, l’équipe de Zhou a découvert deux analogues humains 315. Deux séquences ont émergé 

de cette recherche : aa883760 et ai277349 qui codent, respectivement, pour une protéine mature 

de 86 acides aminés (+19 SP) et une protéine mature de 81 acides aminés (+27 SP). Ces 

protéines qui présentent 44% d'identité ont été nommées, respectivement, prokinéticine 1 

(PROK1) et 2 (PROK2) pour leurs effets contractants du muscle lisse du tube digestif 315. 

La même année, l'équipe de Napoleone Ferrara a identifié une même protéine de 86 acides 

aminés, similaire à PROK1 dans une peptidothèque. Le but de cette équipe était d’identifier de 

nouveaux mitogènes angiogènes316. L’équipe a démontré que cette protéine est capable 

d’induire uniquement la prolifération des cellules endothéliales (ACE: bovine adrenal cortex–

derived capillary endothelial).  Elle est, par contre, sans effet, sur la prolifération de nombreux 

autres types cellulaires testée comme les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC), les 

péricytes, les fibroblastes ou les kératinocytes 316.  

Contrairement au VEGF (Vascular endothelial growth factor) ou au FGFβ (Fibroblast growth 

factor β), qui induisent la prolifération de tous les types de cellules endothéliales, cette protéine 

n’est pas capable de stimuler la prolifération des autres cellules endothéliales comme les 

cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC), les microvasculaires 

dermiques humaines (HMVEC), les capillaires cérébraux bovins (BBC) et les aortiques de 

bovins adultes (ABAE)316. Ces résultats suggèrent un effet dépendant du type de cellules 

endothéliales considérées. 

Pour son effet similaire au VEGF et sa spécificité pour les glandes endocrines, les chercheurs 

lui ont donné le nom d'EG-VEGF pour Endocrine Gland Derived-Vascular Endothelial Growth 
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Factor. En plus de son effet prolifératif, l'EG-VEGF a également une action chimiotactique pour 

les cellules endothéliales, ce qui lui confère un rôle clé dans l'angiogenèse 316. 

1.2. Les récepteurs 

Jusqu’à 2001, les deux ligands de la famille des prokinéticines, PROK1 et PROK2, n’avaient 

pas de récepteurs connus. On savait qu’ils étaient capables d’induire des processus cellulaires 

via des protéines membranaires, mais la nature de ces protéines partenaires restait inconnue. 

En 2001, l'utilisation d'un inhibiteur de la protéine Gs (GTPγS ; la forme non hydrolysable du 

GTP) a aboli l’effet contractile de PROK1 sur l'iléon, suggérant que son effet passait par un 

récepteur de la famille des RCPGs 315. En 2002, trois équipes ont découvert les deux récepteurs 

des prokinéticines avec deux stratégies distinctes. L'équipe de Masahiko Fujino et celle de 

Kiyoshi Furuichi ont toutes deux adopté une stratégie similaire qui consistait à rechercher dans 

le génome humain de nouveaux RCPGs potentiels. Deux séquences ont attiré leur attention, la 

séquence de ZAQ, un récepteur homologue de GPR73 chez la souris, et la séquence de 15E. 

Ces séquences, ZAQ et 15E, codent pour deux protéines de 393 et 384 résidus, respectivement. 

Ces deux récepteurs orphelins présentent une forte homologie (85% d'identité) et sont présents 

chez l’homme sur les chromosomes 2 et 20, respectivement. En mesurant la mobilisation du 

calcium intracellulaire dans les cellules de mammifères surexprimant l’un ou l’autre des 

récepteurs, les deux équipes ont cherché à identifier leurs ligands.  

Pour la première équipe, c'est le lait bovin qui a provoqué une forte activation du récepteur 

ZAQ. Après plusieurs étapes de purification et des mesures d'activité, PROK1 a été identifiée 

comme ligand. Par la suite, MIT-1, PROK1 ainsi que PROK2 ont montré leur capacité à activer 

ZAQ et 15E.317 Pour la deuxième équipe, les PROK1 et PROK2 recombinants ont été testés et 

ont induit une forte réponse sur les deux RCPGs 318. 

La troisième équipe, celle de Qun-Yong Zhou, a mené une stratégie diamétralement opposée 

puisqu'elle travaillait déjà sur les prokinéticines. C'est en effet cette équipe qui a découvert 

l'analogue humain de Bv8 et MIT1. Ils ont donc cloné tous les RCPGs orphelins récemment 

découverts dans le génome humain et ont testé PROK1 et PROK2 sur ces différents récepteurs 

en mesurant le calcium intracellulaire. Seuls deux récepteurs ont répondu à ce stimulus, ZAQ 

et 15E 319. Ces trois équipes, ont par la suite renommés ZAQ et 15E, PROKR1 et PROKR2, 

respectivement 319. 
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2.  STRUCTURE DES PROKINETICINES ET DE LEURS RECEPTEURS 

2.1. Structure génomique et Régulation 

La famille des prokinéticines (PROK) est divisée selon les espèces en deux groupes, les PROK 

de type 1 (PROK1) et de type 2 (PROK2). Ces deux types peuvent être distingués par leur 

séquence génique, leur signal peptidique ou la protéine mature. En effet, une différence existe 

notamment au niveau du signal peptidique qui a une taille et une composition en acides aminés 

caractéristiques de chaque type (Figure 46). 

 

 

Figure 46 : Signal peptidique de PROK1 et PROK2 selon les espèces320 

 

Malgré cette spécificité, PROK1 et PROK2 possèdent une caractéristique commune qui réside 

au niveau du motif AVITGA en N-ter (Figure 47). Ce dernier est très conservé entre les 

espèces, d'où le nom de protéine AVIT proposé pour les PROK par A.Kaser 320. 

  

Figure 47: Alignement de séquence de PROK1 et 2 selon les espèces 320 

H : Humain, R :Rat, M :Souris, Mam :Mamba noir (serpent), Bom : Bombina variegata (grenouille), F : poisson 

Fugu 
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2.1.1. Bv8/PROK2 

PROK2 est situé sur le chromosome 6 chez la souris, près du gène Mem1, entre les marqueurs 

microsatellites D6Mit66 et D6Mit36 et le chromosome 3 en 3p13 chez l’Homme. Trois variants 

de PROK2 existent en raison d’un épissage alternatif. En effet, deux formes de PROK2 : mBv8-

a (ou mBv881, mPROK2, transcrit v3) et mBv8-b (ou mBv8102, mPROK2L, transcrit v1) ont 

été trouvées dans les testicules murins tandis qu'une troisième forme tronquée (transcrit v2) a 

été identifiée dans le cerveau 314,321. 

mBv8-b est composée de 121 résidus tandis que la forme courte, mBv8-a, en contient 107. Les 

deux ligands possèdent un peptide signal de 26 résidus. La forme longue a un excédent de 21 

acides aminés dont 11 sont basiques (arginine ; R ou lysine ; K). La forme tronquée est 

dépourvue de l'insert basique ainsi que de la partie C-ter 314,321. 

Les 2 premières formes ont également été identifiées chez l'homme : PROK2 et PROK2L 

(Figure 52). Elles sont composées respectivement de 108 et 129 résidus avec un peptide signal 

de 27 acides aminés (Figure 48).  

 

Figure 48: Alignement de séquence de PROK2 et PROK2L322 

 

PROK2L possède également cet insert basique positionnée entre la lysine 47 et la valine 48 de 

la PORK2 mature. Cette séquence additionnelle est hautement conservée parmi les différentes 

espèces (Figure 49). 

 

Figure 49: Alignement de séquence de l’insert basique présent dans PROK2L en fonction des espèces 320 

 

La masse théorique de la PROK2L mature est d'environ 11,5 kDa, cependant une seconde bande 

apparait en immunoblot entre 6 et 7 kDa. Cette différence est due à un clivage protéolytique. 

En effet, dans l'insert de 21 acides aminés se trouvent 2 sites de clivage à la furine : Arg-Arg-

Lys-Arg60 et Arg-Ser-Lys-Arg65 (Arg-X-Lys-Arg ou Arg-X-Arg-Arg). La protéine 

protéolysée a été nommée PROK2β, mais les mécanismes moléculaires et le type de protéases 
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in vivo impliquées restent à élucider (Figure 50). Néanmoins ce clivage est essentiel pour son 

activité biologique. 

 

Figure 50: Clivage de la protéine PROK2L en PROK2β par la furine 322 

 

Au niveau de la séquence, la comparaison des protéines murine et humaine montre que la forme 

longue de PROK2 présente une identité de 82% et une similarité de 87%. Quant à la forme 

courte, elle a une identité de 95% et une similarité de 99% (Figure 51) 323. 

 

 

Figure 51 : Alignement de séquence de PROK2 entre le rat/souris et l’homme.322 

La séquence additionnelle de PROK2L) est indiquée en gras.  

 

Leur organisation reste la même avec l'exon 1 qui code pour le peptide signal et 5 acides aminés. 

L'exon 2 qui code pour 42 acides aminés dont 6 cystéines. L'exon 3 qui n'est présent que sous 

la forme longue code pour 21 acides aminés, et enfin l'exon 4 code pour 34 acides aminés, dont 

4 cystéines 323. 

Grâce à sa partie hautement basique, PROK2β possède une plus grande capacité à se lier  

à l'héparine comparé à PROK2. L'héparine est un protéoglycane très présent dans la matrice 

extracellulaire qui module la biodisponibilité de nombreux facteurs pro-angiogéniques (VEGF, 

FGFβ) ou autres cytokines. Cette interaction s'explique par la présence d'une séquence 

consensus (motif XBBXBX, dans lequel B est un acide aminé basique, généralement Arg ou 

Lys) présente chez PROK2β, mais absente de PROK2 324. 

Récemment (2022) une nouvelle forme de PROK2 a été identifiée et nommée PROK2C. 325 

Elle est codée par l’exon 1 et 4 et est composée de 40 acides aminés. Elle a été identifiée dans 

l’hippocampe et la moelle épinière chez la souris (Figure 52) 325. 
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 Figure 52: Épissages alternatifs de PROK2 325 

 

Au niveau du promoteur de PROK2, il existe de nombreux éléments de réponse à certains 

facteurs transcriptionnels. En effet, on retrouve des boîtes E (E-box) essentielles pour la fixation 

de différents facteurs possédant des hélices-boucles-hélices basiques (HBH) comme Clock et 

Bmal1. Ces derniers sont à la base de la régulation de l'horloge circadienne 326.  Parmi les HBH, 

on trouve aussi la Neurogenine 1 et MASH-1 (mammalian achaete scute homolog-1) qui 

régulent la neurogenèse dans le bulbe olfactif 326.  

Ces facteurs reconnaissent et se fixent sur une séquence d'ADN spécifique, CAXXTG (où X 

peut être n'importe quel nucléotide). Chez la souris, il existe 4 éléments pouvant correspondre 

à une E-box dans le promoteur du gène PROK2, et qui sont conservés chez l'homme. Aucune 

E-box n'a été trouvée dans le promoteur du gène PROK1. Le promoteur de PROK2 possède 

également un élément de réponse à l’AMPc (CRE) (Figure 53). 

 

 

Figure 53: Promoteur de PROK2 : Boite E, CRE 327 

Il y a également des sites HRE (Hypoxia Response Element) (flèches noires). On peut 

également voir cinq parties où la séquence est très conservée (80 à 100%) (boites noires). Ceci 

représente environ 30% de la séquence nucléotidique du promoteur (Figure 54). 
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Figure 54: Promoteur de PROK2 entre l’homme et la souris 323 

 

L’expression de PROK2 est contrôlée positivement par de nombreux régulateurs. Tout d'abord, 

elle est régulée par le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF). En effet, on 

observe une augmentation de PROK2 (>27 fois) dans les cellules mononuclées de la moelle 

osseuse non triées (BMMNCs) traitées. En présence de 10 ng/ml de G-CSF, cette augmentation 

est encore plus élevée (~100 fois) dans les cellules purifiées CD11b+ Gr1+ (cellules constituées 

principalement de neutrophiles, mais comprenant également des cellules du lignage 

macrophage). Une dose plus physiologique de 20 pg/ml de G-CSF induit une augmentation de 

5 ou 10 fois dans les conditions normales ou hypoxiques, respectivement. Ces résultats ont 

également été observés in vivo chez la souris avec une augmentation des niveaux de PROK2 

dans le sérum et les BMMNCs. L’utilisation d'anticorps anti-G-CSF pour bloquer son activité 

a permis de confirmer son effet positif sur la production de PROK2 à la fois in vitro et in vivo. 

Cette régulation se produit par l'activation de la voie Jak/Stat par le biais du G-CSF et par la 

liaison de phospho-Stat3 sur le promoteur de PROK2 328,329. L'interleukine 6 (IL-6) et la 

chimiokine Sdf-1 ont également un effet régulateur positif, mais uniquement sur les cellules 

CD11b+ Gr1+, avec une augmentation de 2 à 3 fois328. Quant aux lymphocytes et aux 

monocytes, elles sont régulées par l'interleukine 10 et par le Sdf-1 330. 

De plus, l'implication du G-CSF, de l'IL-6 et de l'IL-1β dans l'augmentation de STAT3 dans les 

neurones et les astrocytes du DRG (dorsal root ganglia) est concomitante avec l'augmentation 

de PROK2 après une lésion nerveuse ou une inflammation 331. Toujours dans le système 

nerveux, PROK2 est régulé à la hausse par le peptide β-amyloïde dans les neurones et les 

cellules gliales 332. 

Il a été également démontré que TBX20, un facteur de transcription impliqué dans 

l'angiogenèse, agit positivement sur l'expression de PROK2 333.  

Alors que la liaison de TBX20 au promoteur de PROK2 reste à démontrer, un modèle de 

régulation via VEGF et son récepteur a émergé 333. Dans ce modèle, VEGF via l’activation de 

son récepteur stimule la production de TBX20, qui à son tour induit la transcription de PROK2. 

Ce modèle met en évidence le rôle de PROK2 comme extension et renforcement de l'effet du 

VEGF (Figure 55)  333. 

 



 
 

Page | 96  
 

 

  

Figure 55: Régulation de l’expression de PROK2 par VEGF et TBX20 334 

 

Dlx1/2, un autre facteur de transcription, régule à la baisse l'expression de PROK2 dans les 

interneurones du bulbe olfactif et dans l'éminence ganglionnaire médiane, représentant ainsi la 

contrepartie négative de MASH-1 335,336. 

Au niveau de la régulation hormonale, l’AVP (Arginine Vasopressine), également impliquée 

dans le rythme circadien, régule, via son récepteur V1a, positivement PROK2 337. En effet, le 

knock-out de ce récepteur induit une diminution de 50% des pics d'oscillations de PROK2, dont 

le mécanisme reste à déterminer 337. 

 

2.1.2.  EG-VEGF/PROK1 

PROK1 est situé sur le chromosome 3 chez la souris et le chromosome 1 chez l'homme. 

L'organisation génomique est relativement conservée, avec 3 exons qui codent pour cette 

protéine sans épissage alternatif connu. Le peptide signal et les cinq premiers acides aminés 

sont codés par le premier exon. Le deuxième exon code pour 42 résidus contenant 6 des 10 

cystéines et l'exon trois code pour les 49 derniers acides aminés 338. 

En comparant les séquences protéiques chez l'homme et la souris, on note une identité de 88% 

et une similarité de 93%. Cette forte conservation se retrouve également au niveau du signal 

peptidique avec une conservation de 73%. Les parties divergentes de la séquence génomique, 

encadrées en noir, sont mises en évidence sur la Figure 56. 
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Figure 56: Alignement des séquences d‘acides aminés de PROK1 chez l’homme et la souris par exon 338 

 

Au niveau du promoteur PROK1, on retrouve également de nombreux éléments de réponse à 

certains facteurs. En effet, on retrouve des sites consensus C/EBP (CCAAT Enhancer Binding 

Proteins) qui est un facteur de transcription exprimé dans les adipocytes, les cellules 

myélomonocytaires, les hépatocytes, les cellules épithéliales intestinales, les cellules lutéales 

ovariennes, les kératinocytes, les cellules épithéliales mammaires et les cellules neuronales. 

Cinq sites C/EBP existent chez la souris, contre un seul chez l'homme en position -393 338,339. 

Il existe également un site de liaison Sf-1 (Steroïdogenic factor 1) (gène NR5A1) qui est un 

récepteur nucléaire qui se lie au motif AGGTCA. Il joue un rôle clé dans le développement et 

la fonction des glandes endocrines, en particulier les gonades et les surrénales. Dans ces tissus, 

Sf-1 est exprimé dans les cellules corticales des surrénales, les cellules de Leydig et de Sertoli 

des testicules, les cellules de la thèque et de la granulosa des ovaires (follicules antraux), le 

placenta et le corps jaune des vaches, des rats et des souris. Sf-1 est également exprimé dans 

des tissus non stéroïdogènes tels que l'hypothalamus ventromédial (VMH), les cellules 

endothéliales du sinus et de la veine pulpeuse de la rate et de la peau. La similarité du profil 

d'expression entre PROK1 et ce récepteur peut suggérer un fort pouvoir régulateur de Sf-1 sur 

l'expression de PROK1. Cependant, ce site n'est pas présent dans le promoteur de la souris, ce 

qui peut suggérer des schémas et des rôles différents de Sf-1 (Figure 58) 338,340. 

Comme pour le promoteur de PROK2, on note la présence de quatre sites HRE (hypoxia 

response element, flèches noires Figure 58) sur celui de PROK1. Deux éléments canoniques 

de réponse à l'AMPc à la position -1728 bp, et -383 bp sont également présents. Enfin, il existe 

3 boites hautement conservées, représentant ~5,2% du promoteur, et une boîte TATA 

uniquement dans le modèle murin 338. 
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Plusieurs régulateurs peuvent modifier l'expression de PROK1. En effet l'hormone 

gonadotrophine chorionique (hCG), HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor-1α), l'insuline, les 

œstrogènes et la progestérone régulent positivement sur PROK1. 

Pour la progestérone, il y a deux sites putatifs de liaison au récepteur de la progestérone sur le 

promoteur de PROK1, ce qui suggère une action directe. Cependant, plusieurs données utilisant 

des antagonistes du récepteur de la progestérone suggèrent plutôt une action indirecte. 

L'addition de de progestérone (10-6 M) au niveau du tissu endométrial induit une augmentation 

de l'expression de PROK1 d’~3 fois, alors que des concentrations de 10-9 M de progestérone ou 

d'œstrogène sont suffisantes pour créer cet effet positif 341. 

L'utilisation de la forskoline (1µM), un booster de l’AC, sur une lignée de cellules granulosa 

humaines (SVOG) induit une augmentation d’~124 fois. De plus, une forte expression de 

PROK1 a été observée dans les échantillons endométriaux péri-implantatoires chez les femmes 

ayant des cycles stimulés par les gonadotrophines dans un contexte de fécondation in vitro, ou 

chez les femmes traitées par hormonothérapie substitutive. Ces résultats suggèrent une 

régulation du gène PROK1 par l'hCG. La surexpression de PROK1 en réponse à l'hCG a ensuite 

été démontrée dans des explants placentaires et les cultures primaires de trophoblastes. En effet, 

l'hCG est produite par le syncytiotrophoblaste et agit de manière autocrine sur l'expression de 

l'ARNm et de la protéine PROK1 (Figure 57). Cette surexpression est régulée par l'activation, 

via le récepteur de l'hCG, de la voie de l'AMPc, qui va se lier au promoteur de PROK1 en 

position -383pb comme décrit précédemment 342–344. 

 

 

Figure 57: Mécanisme de régulation des prokinéticines dans le placenta 344 

 

En cas d'hypoxie (2% 02), l'expression de PROK1 est également fortement augmentée d’~ 275 

et ~210 fois dans les lignées cellulaires SW13 (Human Caucasian adrenal cortex 

adenocarcinoma cell line) et H295R (angiotensin-II-responsive steroid-producing 
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adrenocortical cell line), respectivement. Ces résultats s'expliquent par la liaison de HIF-1α aux 

sites consensus précédemment décrits. Cette surexpression  a été également observée dans les 

cellules trophoblastiques isolées de placentas âgés de 7 à 10 semaines 316,345.  

L’insuline induit aussi une augmentation de l’expression du PROK1 au niveau transcriptionnel 

et post-transcriptionnel. Ces résultats ont été observés dans les cellules stromales endométriales 

en cours de décidualisation dépendante de HIF-1α et utilisant la voie PI3K 346. 

Il existe également des régulateurs négatifs de PROK1. En effet, la testostérone diminue 

l'expression de la prokinéticine in vitro (dans la lignée cellulaire d'insulinome de rat ; RINm5F) 

et in vivo (pancréas de rat). Cet effet semble être médié par le récepteur d'androgène.347 La 

thrombine exerce aussi une régulation négative sur PROK1, en diminuant son expression dans 

les cellules SVOG (immortalized human granulosa-lutein cell line) 342. 

La régulation hormonale de l’expression de PROK1 n’est pas exclusive. Elle a aussi été décrite 

pour d’autres facteurs pro-angiogéniques tels que le FGF et le VEGF. En effet, ils sont tous 

deux régulés par les œstrogènes et la progestérone 341. 

 

 

Figure 58: Région promotrice de PROK1 chez l’homme et à la souris 338 

 

2.1.3.  Les récepteurs : PROKR1/PROKR2 

 

Le gène codant pour le récepteur PROKR1 est localisé sur le chromosome 2 chez l'homme et 

le chromosome 6 chez la souris. Il code pour un polypeptide de 393 acides aminés. Pour 

PROKR2, le gène est situé sur le chromosome 20 chez l'homme et sur le chromosome 2 chez 

la souris. Les deux gènes codent pour 384 et 381 acides aminés, respectivement. Les deux 

récepteurs humains ont une identité très élevée de 87% avec des différences marquées 

principalement au niveau N-terminal. La région codante pour PROKR1 et PROKR2 est 

constituée de deux exons dont la jonction se fait au niveau de l'arginine dans le TM3 (Figure 

61, flèche noire). Ces trois facteurs communs peuvent suggérer que ces RCPGs dérivent d'un 

même gène ancestral. Cependant, il existe un troisième exon situé en 5' UTR qui n'est pas 
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transcrit et qui n'est présent qu’au niveau du gène codant pour PROKR1 murin et humain et 

pour PROKR2 murin (Figure 59) 318,319,325. 

 

 

Figure 59: Structure génomique de PROKR2 348 

Gris : non transcrit. Blanc : transcrit. E : exon. TM : transmembrane.  

 

Pour PROKR1, aucun épissage alternatif n’a été mis en évidence. Par contre, deux transcrits 

ont été identifiés pour PROKR2. Le premier correspond à la transcription des exons 1 et 2 et 

code pour la protéine PROKR2 sans les TM6 et TM7. Le deuxième découle de la transcription 

des exons 1 et 3 codants pour un PROKR1 sans les TM1, TM2 et TM3 (Figure 60). Ce dernier 

est fonctionnel, et a été identifié dans l’hippocampe du rat 348. 

 

 

Figure 60: Épissages alternatifs de PROKR1 et PROKR2 349 
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Figure 61: Alignement de séquence d’acides aminés de PROKR1 et PROKR2 318 

 

Au niveau du promoteur de PROKR1, il existe un site potentiel pour la fixation de HIF1α. La 

présence de ce site est soutenue par l’augmentation d’expression du récepteur en hypoxie (3% 

O2) dans les cellules trophoblastiques isolées de placentas âgés de 7 à 10 semaines 345. PROKR1 

est également induit par l’hCG notamment lors de la gestation 350. Concernant PROKR2, son 

expression est stimulée par TSHZ1 (Zinc Finger Homeodomain Family member 1), un facteur 

de transcription essentiel pour le développement de bulbe olfactif (OB ; Olfactory Bulb) 351. 

2.2. Structure et liaison ligand/récepteur 

2.2.1.  Structure des ligands 

Seuls deux ligands de la famille des prokinéticines ont leur structure connue. En effet, la 

première structure découverte a été celle de MIT1 par RMN en 1998310, suivie de celle de Bv8 

de bombina variagata qui a été synthétisée chimiquement et sa structure résolue par RMN 352. 

Cependant, aucune structure n'est disponible pour les homologues humains. Nous pouvons 

supposer que leur structure sera similaire aux différentes protéines de cette famille compte tenu 

de leur grande homologie. En effet, la famille des prokinéticines est caractérisée par une 

séquence N-terminale AVITGA et une partie carboxy-terminale riche en cystéines formant 5 

potentiels ponts disulfures. L'espacement de ces cystéines est préservé, ce qui caractérise une 

structure relativement compacte qui est également résistante à différentes protéases (trypsine, 

pepsine et carboxypeptidase Y pour MIT1). Au niveau de la structure elle-même, les 
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prokinéticines présentent deux groupes de 3 feuillets bêta inversés avec les extrémités N-ter et 

C-ter positionnées à la surface de la protéine.  

 

Cependant, cette forme structurelle n'est pas exclusive à cette famille. La co-lipase des 

mammifères a une structure similaire à celle de MIT-1 (Figure 62). C’est une protéine de 90 

acides aminés impliquée dans la digestion des acides gras en se liant comme cofacteur à la 

lipase pancréatique. 

  

 

Figure 62: Structure tridimensionnelle des récepteurs MIT-1 et Colipase 310 

En effet, on y retrouve le même schéma de cystéines et de groupes de feuillets bêta inversés. 

De plus, dans les deux protéines, la plupart des acides aminés hydrophobes sont partiellement 

ou totalement exposés au solvant. Néanmoins, ces deux protéines diffèrent par leur surface 

électrostatique. MIT-1 présente un côté chargé positivement (Figure 63, couleur rouge) tandis 

que le côté opposé représente une poche chargée négativement (Figure 63, couleur bleu) et 

composée de Val21, Thr32, Pro33 et Glu39. 

 

Figure 63: Structure tridimensionnelle de MIT1 avec les potentiels électrostatiques 310 

Rouge : acides aminés chargés positivement, Bleu : acides aminés chargés négativement / Entre c et d rotation de 

180° 
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Ce repliement est très important pour l'activité biologique de ces protéines. Les protéines 

dépliées sont inactives315. D'autres protéines ont un motif cystéine similaire à celui des 

prokinéticines comme les membres de la famille Dickkopf. 

Ce sont des protéines extracellulaires qui régulent une voie métabolique essentielle au 

développement de la tête chez l'embryon via la signalisation Wnt (wingless related) /β-caténine. 

D'autres protéines présentes dans le venin de certaines araignées (atracotoxine de type MIT), 

de serpents (toxines curarémimétiques, toxines neuronales, toxines muscariniques, cytotoxines, 

fasciculines, calciseptines), et chez les cnidaires et les écrevisses (astakines), possèdent 

également cette forme de repliement proche de la colipase. Cependant, cette forme de 

repliement n'est pas suffisante pour la fonction de la protéine. Par exemple, les astakines sont 

incapables d'activer les PROKRs et Bv8 ne semble pas avoir les mêmes propriétés que la 

protéine Dickkopf 353. Les éléments essentiels à leur fonction biologique ont été déterminés par 

diverses mutations : insertions, fusions ou délétions. La partie N-terminale semble être 

essentielle à leurs fonctions. La plupart des modifications de l'hexapeptide AVITGA rendent 

la protéine inactive (Ala1Met, delMet et delAla6 chez PROK1) ou la rendent très fortement 

moins active (delAla1 chez PROK2). Cependant, cet hexapeptide n'est pas suffisant, car sa 

présence fusionnée avec la partie C-ter d'une protéine similaire en motif cystéine comme la 

colipase ou le dickkopf-4 ne permet pas l'activation du récepteur. En revanche, l'échange des 

deux parties C-ter de PROK1 et PROK2 est possible avec une réduction mineure de leurs effets 

biologiques. Les mutations des cystéines, par contre, entraînent une abolition de la réponse 

(Cys18Ser, Cys60Arg chez les PROKs). En conclusion, l'activation des PROKRs semble 

dépendre du motif cystéine, qui apparait être exclusif aux PROKs et de l'hexapeptide de la partie 

N-ter. Certains changements, en dehors des cystéines, au niveau des C-ter semblent être 

tolérables 310,322,354.  

 

2.2.2.  Structure des Récepteurs 

PROKR1 et PROKR2 appartiennent à la famille des RCPGs de type A possédant ainsi 7 

domaines transmembranaires, 3 boucles intracellulaires et 3 boucles extracellulaires. Deux 

résidus cystéine localisés au niveau de la première et la seconde boucle extracellulaire forment 

un pont disulfure entre les deux boucles. Ce pont joue un rôle important dans la stabilisation 

des 7 hélices transmembranaires. La famille A, également connue sous le nom de la famille des 

récepteurs de la rhodopsine, est un groupe très hétérogène. Elle constitue le plus grand groupe 
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de RCPGs, comprenant environ 800 récepteurs chez l'homme et englobant une grande variété 

de ligands tels que les peptides, les amines et les purines. Du fait de leur hétérogénéité, leurs 

structures diffèrent principalement au niveau des hélices transmembranaires contrairement à 

leurs parties N-ter qui sont le plus souvent courtes même si des exceptions existent.  

 

Néanmoins, de nombreuses séquences spécifiques localisées au niveau des parties 

transmembranaires sont présentes dans la plupart des membres de cette famille, comme le 

commun motif DRY (D(E)-R-Y(F)) positionné à l'extrémité du TM3, le motif nPxxy ou le 

motif CwxP (Figure 64)  355. 

 

Figure 64: Structure et motifs de la famille RCPG Rhodopsine 355 

 

Les PROKRs sont structurellement similaires au récepteur du neuropeptide Y (NPY) qui fait 

partie de la classe A et de la sous-classe β. PROKR1 et PROKR2 ont 87% d'identité et diffèrent 

par leurs parties N-terminale. En effet, PROKR1 possède 9 acides aminés de plus que son 

homologue. Les autres différences se concentrent au niveau de la partie C-ter (Figure 65) 353. 

 



 
 

Page | 105  
 

 

Figure 65: Structure et alignement de séquence de PROKR1 et PROKR2   

Les cercles jaunes marquent les différences entre les deux séquences. Cercle rouge : PROKR1 Cercle bleu 

PROKR2 

 

Des mutations présentes dans les régions transmembranaires (Figure 66, rouge) affectent 

généralement l'expression du récepteur à la surface, alors que les mutations dans les boucles 

intracellulaires (Figure 66, orange) affectent l'activité de ces récepteurs en induisant une 

diminution des interactions avec les protéines G ou avec d'autres protéines intracellulaires. Des 

mutations spécifiques de la ECL2 (Figure 66, bleu) affectent la liaison du ligand. L’implication 

de ces acides aminés sera discutée dans la section « Interaction ligand/récepteur ». 
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Figure 66: Mutations de PROKR2 présentes dans le syndrome de Kallmann 356 

Le rouge, le bleu, l’orange ou le vert indique les mutations qui altèrent l'expression à la surface cellulaire, la 

liaison au ligand, le couplage à la pG ou pas d’effet sur l’activité, respectivement. 

 

Les acides aminés excédentaires retrouvés chez PROKR1 semblent être importants pour 

l’affinité de PROK2β supérieure pour ce récepteur. En effet, la forme longue de PROK2 semble 

se lier exclusivement à PROKR1. Ceci peut s’expliquer par un modèle de récepteur à deux sites 

de liaison (« two-sided model »), comme retrouvé dans d'autres membres de la famille A des 

RCPGs (chimiokines) (voir section « Interaction ligand/récepteur »). La partie conservée dans 

les 2 formes de PROK2 se lierait aux TMs et la partie divergente C-ter (Figure 50, gris) 

interagirait avec la partie N-ter du récepteur. Ceci expliquerait la différence d'affinité de 

PROK2β pour les deux récepteurs. PROK2β possédant plusieurs acides aminés basiques 

pourrait se lier à l’excédent d'acides aminés acides présents en N-ter chez PROKR1 et absent 

chez PROKR2. Ce modèle est également validé par la mutation de la partie N-ter du récepteur 

qui ne peut plus reconnaître PROK2β, contrairement à sa forme courte 324.  

Une différence de réponses métaboliques a été observée en fonction du récepteur activé ; 

PROKR1 ou PROKR2, qui peut s’expliquer par les différences de séquence au niveau des 

parties intracellulaires entre les deux récepteurs. Les réponses seraient alors dépendantes du 

type de phosphorylation par les kinases et/ou du type de couplage aux protéines G.  

 En effet, les sites de phosphorylation nécessaires au recrutement des protéines de signalisation 

peuvent être différents entre les deux récepteurs induisant des réponses différentes. Certains 

processus peuvent être partagés par les deux récepteurs, comme ceux liés à leur turnover ou 

autre régulation, tandis que d'autres sont très certainement spécifiques et diffèrent selon leurs 

rôles physiologiques.  



 
 

Page | 107  
 

Ce modèle est également soutenu par les outils de prédiction des sites de phosphorylation avec 

Thr178/Tyr365 et Thr169/ Gln356 qui semblent être spécifiques de PROKR1 et de PROKR2 

humains, respectivement. D'autres expériences sont néanmoins nécessaires pour confirmer le 

rôle de ces sites dans la voie métabolique de chaque récepteur 357. 

 

2.2.3. Interaction ligand/récepteur 

Les prokinéticines sont considérés comme des chimiokines de par leur action sur la migration 

des leucocytes. Un modèle dénommé : « two-sided model » est proposé pour la fixation des 

ligands de cette famille sur leurs récepteurs, caractérisant ainsi une fixation en deux étapes.  

La première étape est la reconnaissance de la chimiokine induisant la fixation de la partie N-ter 

du ligand sur la ECL2 du RCPG. La deuxième étape correspond à l’insertion de cette partie N-

ter dans la poche hydrophobe du récepteur composé des TMs. La première étape correspondrait 

à la confirmation de l’identité du ligand et la seconde à l’activation du récepteur induisant des 

modifications structurelles au niveau des TMs nécessaires au couplage à la pG 358. 

L’implication de la ECL2, dans la première étape, a été confirmée par la mutation Q210R 

(Figure 66, bleu) qui a montré une forte diminution de la liaison du peptide 356.  De plus, 

l'affinité des ligands pour les deux récepteurs semble être similaire, ce qui pourrait s'expliquer 

par l'identité presque parfaite de ce site chez PROKR1 et PROKR2. Ce site diverge juste par 

un acide aminé dans ECL2 : Val207 chez PROKR1 et Phe198 chez PROKR2. Cette infime 

différence pourrait expliquer, au moins en partie, les différences minimes dans l’affinité de 

chaque récepteur. Cette forte conservation du site de liaison est confirmée par la non-spécificité 

des antagonistes se liant au niveau de cette région 359. De plus, la substitution de Phe198 chez 

PROKR2 par la valine (comme chez PROKR1) permet une meilleure fixation de PROK2β sur 

PROKR2 qui a, normalement, plus d’affinité pour PROKR1, montrant ainsi un rôle de 

spécificité de cet acide aminé dans la liaison du ligand. 322,324 Un autre acide aminé , le Trp 212, 

a également été montré comme impliqué dans les processus de reconnaissance et d’affinité pour 

les ligands. La présence d’acide aminé aromatique dans cette ECL2 est une caractéristique des 

récepteurs aux chimiokines, et son importance a été montrée par des expériences de crosslinking 

360. 

Au niveau du ligand, le modèle « two-sided » est confirmé avec les mutations au niveau de la 

partie N-ter induisant une protéine inactive ou moins active.  

Des expériences de mutation et de crosslinking ont aussi permis d’identifier l’acide aminé 

Trp24 comme important dans la liaison PROK1 et PROK2 à leurs récepteurs 360,361. 
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2.2.4. Couplage et interface avec les pG 

Selon le type cellulaire, les récepteurs aux prokinéticines sont capables d’interagir avec de 

multiples pG incluant Gαq/11319,362, Gαi/o319 et Gαs322. Ils sont aussi capables de s’associer 

avec la β-arrestine2, mais pas la β-arrestine1. L’efficacité du couplage semble comparable pour 

Gαq/11 et Gαi/o, mais reste inférieure à celle obtenue avec Gαs 363.  

Concernant l’interface des pG avec le récepteur, les ICL2 (Figure 67) et 3 semblent jouer un 

rôle prépondérant. Pour ICL2, Gαq semble se lier aux acides aminés basiques, notamment la 

R164 chez PROKR2 qui lorsqu’il est muté, empêche complètement la signalisation. Cette 

mutation  empêche également l’interaction avec Gαi ou Gα16 364.  

Néanmoins, chez PROKR1 la mutation seule de son analogue, R173, n’abolit pas le signal. Par 

contre, une double mutation, R173 et K175 (non présent chez PROKR2, Figure 67) empêche 

la signalisation 365.  

 

Figure 67: Alignement de séquence de la ICL2 entre PROKR1 et PROKR2 365 

 

Concernant l’ICL3, elle peut être divisée en deux parties : proximale et distale. La partie 

proximale semble essentielle à l’interaction avec la pG, notamment le motif RXR : R264-L265-

R266 chez PROKR2. Des mutations ponctuelles de ces acides aminés abolissent la 

signalisation. Dans la partie distale (acides aminés 270-274), la mutation R270H induit une 

dissociation de Gαq, mais pas Gαs 366. Cette boucle ICL3 est conservée chez PROKR1.  

Les affinités des ligands pour leurs récepteurs sont de l’ordre du nanomolaire, mais des 

différences existent (Tableau 4). D’après plusieurs études, on peut dire que l’affinité pour 

PROKR1 suit cet ordre : PROK2 > PROK1 ≈ PROK2β, pour PROKR2 cet ordre est le suivant : 

PROK2 > PROK1 > PROK2β. Du point de vue du ligand, l’affinité de PROK2 suit cet ordre 

PROKR1 > PROKR2, l’affinité de PROK1 suit PROKR2 > PROKR1 et l’affinité de PROK2β 

suit PROKR1 > PROKR2. La concentration efficace médiane de chaque ligand (EC50) en 

fonction de différents paramètres expérimentaux est décrite dans le Tableau 5.  
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Ligand PROKR1 (Ki, 

nM) 

PROKR2 (Ki, nM) Source 

PROK1 250.0 81.0 Masuda et al. 2002 

44.0 34.0 Li et al. 2002 

66.3 31.6 Soga et al. 2002 

27.6 52.2 Chen et al. 2005 

PROK2 6.9 7.6 Masuda et al. 2002 

13.0 4.5 Li et al. 2002 

5.14 5.9 Soga et al. 2002 

4.5 6.4 Chen et al. 2005 

PROK2β 34.6 >1000 Chen et al. 2005 

Tableau 4: Affinité des différents ligands pour les récepteurs PROKR1 et PROKR2. (inspiré de 367) 

 

EC50 

(pM) 

PROKR1 PROKR2 Type 

Cellulaire 

Voie Technique Origine 

ligand 

Source 

PROK1 140±29 15±2 CHO Gαq Fluo-3 AM E.Coli Masuda et al. 2002 

2500±870 25100±1260 CHO Gαq Fluo-3 AM 293-EBNA 

cells 

Soga et al. 2002 

2200±700 7000 ± 1800 CHO Gαq Aequorin E.Coli Li et al. 2002 

1100±400 7700±2100 HEK293 Gαq Fluo-3 AM COS-7 Chen et al. 2005 

8340±230 20000±4200 SK-N-MC Gαs CRE-β 

Galactosidase 

COS-7 Chen et al. 2005 

16800±3400 60000±6500 HEK293 Gαs cAMP 

FlashPlate 

assay kit 

COS-7 Chen et al. 2005 

PROK2 2900±530 150±31 CHO Gαq Fluo-3 AM E.Coli Masuda et al. 2002 

530±180 3670±500 CHO Gαq Fluo-3 AM CHO/dhFr− Soga et al. 2002 

4300 ± 130 7300 ± 2800 CHO Gαq Aequorin E.Coli Li et al. 2002 

800±230 3600±1600 HEK293 Gαq Fluo-3 AM COS-7 Chen et al. 2005 

1270±400 12100±2800 SK-N-MC Gαs CRE-β 

Galactosidase 

COS-7 Chen et al. 2005 

3170±1600 41000±5300 HEK293 Gαs cAMP 

FlashPlate 

assay kit 

COS-7 Chen et al. 2005 

PROK2β 1500±560 80000±9700 HEK293 Gαq Fluo-3 AM COS-7 Chen et al. 2005 

11500± >1 000 000 SK-N-MC Gαs CRE-β 

Galactosidase 

COS-7 Chen et al. 2005 

23400±4400 >1 000 000 HEK293 Gαs cAMP 

FlashPlate 

assay kit 

COS-7 Chen et al. 2005 

 

Tableau 5: Concentration efficace médiane (EC50) de PROK1 et PROK2 avec les récepteurs PROKR1 et 

PROKR2.  

3.  MODIFICATIONS POST TRADUCTIONNELLES (MPTS) : 

GLYCOSYLATION   

Une modification post-traductionnelle est une modification chimique d'une protéine, réalisée le 

plus souvent par une enzyme, après sa synthèse ou au cours de sa vie dans la cellule. 

Généralement cette modification entraîne un changement de la fonction de la protéine au niveau 

de son action, de sa demi-vie, ou de sa localisation cellulaire. 
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Les RCPGs y compris les PROKRs subissent aussi des modifications post-traductionnelles 

parmi lesquelles on trouve la glycosylation. Il s’agit de l'addition d'un groupe glycosyl sur un 

résidu asparagine (N ; N-glycosylation) et/ou sérine/thréonine (O-glycosylation), produisant 

ainsi une glycoprotéine. La N-Glycosylation est très importante pour le repliement, le trafic et 

la signalisation des RCPGs. Pour les PROKRs, elle a été seulement étudiée pour PROKR2 368. 

Deux résidus asparagine apparaissent comme étant le siège de la N-glycosylation :  N7 et N27. 

N27 est essentielle pour l’activation du récepteur et sa signalisation 368. La mutation de N27 

induit une baisse de la signalisation via Gαs et Gαq/11. La mutation de N7 induit le même 

résultat pour Gαs, mais le signal reste inchangé pour Gαq/11. Au niveau du trafic intracellulaire, 

N27 apparait comme essentielle pour l’adressage vers la membrane du récepteur contrairement 

à N7.  

4.  INTERACTION AVEC DES PROTEINES ACCESSOIRES 

PROKR1 et PROKR2 ont été rapportés comme protéines interagissant avec MRAP2 

(Melanocortin Receptor Accessory Protein 2), protéine régulatrice de l’homéostasie 

énergétique, processus dans lequel les prokinéticines semblent jouer un rôle important 369.  

MRAP2 est une protéine membranaire contenant un seul TM interagissant avec les récepteurs 

mélanocortines. PROKR1 fut le premier RCPGs en dehors de cette famille à interagir avec 

MRAP2. Puis deux nouveaux récepteurs furent identifiés : PROKR2 et l’Orexine 1 (OX1R).370 

La fixation de MRAP2 sur PROKR1 ou PROKR2 induit leur séquestration dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et empêche donc leur activation et leur glycosylation. MRAP2 se lie via 

sa partie C-ter au niveau de la partie N-ter de PROKR2 371. La partie N-ter étant présentant de 

nombreuses différences entre les deux récepteurs, MRAP2 pourrait avoir donc une régulation 

différentielle entre PROKR1 et PROKR2.  

PROKR2 interagit également avec la Snapine. Cette protéine fait partie du complexe SNARE 

(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor). La snapine interagit 

avec PROKR2 en se fixant sur sa partie C-ter (333-384) en utilisant les motifs YFK (343–345) 

et HWR (351–353) (2 acides aminés aromatiques puis 1 acide aminé basique). Le motif YFK 

est aussi présent chez PROKR1, mais ce n’est pas le cas du motif HWR où le résidu arginine 

(R) est remplacé par une lysine (K) (Figure 68). Cette fixation n’affecte pas la signalisation, 

mais augmente la dégradation induite par la fixation du ligand 372. 

Les parties C-ter sont également différentes chez les PROKRs pouvant donc être à l’origine de 

régulations différentielles entre PROKR1 et PROKR2.  

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycosyl&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asparagine
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9rine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Thr%C3%A9onine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycoprot%C3%A9ine
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PKR1 VKNDTVKYFKKIMLLHWKASYNGGKSSADLDLKTIGMPATEEVDCIRLK 

PKR2 VKNNTMKYFKKMMLLHWRPSQRGSKSSADLDLRTNGVPTTEEVDCIRLK 

Figure 68: Alignement de séquence de la partie C-ter de PROKR1 et PROK2 

Les acides aminés basiques : R et K sont respectivement en surbrillance jaune et verte. Les motifs essentiels à la 

fixation de la Snapine sont en rouge. 

  

5.  ENDOCYTOSE  

Dans les premiers travaux sur les ligands PROK1/PROK2, des processus de désensibilisation 

avaient été observés après des stimulations prolongées par l’agoniste 312,327. L’endocytose, un 

processus bien décrit dans la famille des RCPGs, est alors proposée. Les PROKRs n’échappent 

pas à la règle puisqu’ils subissent une endocytose rapide, uniquement après fixation du ligand. 

Trois études ont décrit l’endocytose par immunofluorescence. Dans la première étude, 

l’internalisation du récepteur PROKR2, en présence de 100nM de PROK2, débute à partir de 

5min et devient maximale entre 30 et 60min364. Une autre étude a montré l’internalisation 

complète de PROKR1 et PROKR2, avec 5nM de PROK2, en 5min et 1min respectivement 373. 

La dernière étude a mis en évidence le mécanisme de ce processus. Ainsi, l’endocytose des 

PROKRs semble dépendre de GRK2 et des vésicules à clathrine, mais indépendante de la voie 

β-arrestine. La phosphorylation permettant le recrutement de la kinase reste encore à déterminer 

365. Le processus de recyclage n’a néanmoins jamais été décrit.  

6.  OLIGOMERISATION  

Il s’agit d’un processus de transformation d'un monomère, ou d'un mélange de monomères, en 

un oligomère. Cette transformation a été bien décrite pour plusieurs membres de la famille des 

RCPGs 282. 

Pour PROKR2, il a été montré qu’il est capable d’exister in vivo sous forme dimérique, ce qui 

n'est pas du tout exceptionnel dans la famille des RCPGs (récepteurs muscariniques m2 et m3, 

récepteurs β2-adrénergiques, récepteur κ-opiod, récepteur β1-adrénergique, récepteur μ-

opioïde, récepteur des chimiokines CXCR4). Une forme dimérique de PROKR2 a été observée 

dans les neutrophiles où il est fortement exprimé, et dans Saccharomyces cerevisiae après 

surexpression. En général, les RCPG peuvent former des dimères par plusieurs mécanismes, 

capables de se combiner.  Ces mécanismes sont listés ci-dessous : 

1) Des interactions coil-coil médiées par le domaine C-ter 
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2) Des liaisons disulfure covalentes inter-sous-unité 

3) Des interactions entre les domaines transmembranaires où deux situations peuvent être 

distinguées : 

a) Dimères de contact : Les monomères sont repliés indépendamment et des interactions 

se produisent entre ces deux unités (liaisons disulfure/interactions hydrophobes). 

b) Les dimères " à domaines échangés " : il y a ici un échange de domaines entre les deux 

unités qui sont ensuite reliées par une boucle charnière. 

C'est ce dernier mécanisme qui semble être à l'origine de la dimérisation de PROKR2.  

Par ailleurs, des résultats préliminaires semblent aussi montrer l'existence d'hétérodimères entre 

PROKR1 et PROKR2 359. 

Néanmoins, une étape de reconnaissance des deux monomères est nécessaire pour la formation 

du dimère. La plupart du temps, deux interfaces existent pour la dimérisation des RCPGs :  

- Type I : Implique TM1/H8 (Figure 69A)  

- Type II : Implique principalement TM5 et des parties de TM4 et TM6 (Figure 

69B). 

 

 

Figure 69: Différentes interfaces de reconnaissance des deux protomères. 

A : Type I impliquant TM1 et H8 (ou ICL8)  

B : Type II impliquant principalement TM5 et un peu de TM4 et TM6 

TM : Domaine transmembranaire, H : Hélice ; ICL : Boucle intracellulaire 

La combinaison de mutations au niveau de certains domaines et l’analyse par BRET a permis   

de mettre en évidence l’implication de l’interface de type II dans la dimérisation de PROKR2 

avec un rôle important de TM5 et TM4 374. 

De plus, ces domaines transmembranaires impliqués dans l'interface de type II semblent être 

assez mobiles lors de l'activation d'un RCPG, contrairement aux domaines TM1 et TM2. Ceci 

pourrait remettre en cause l’absence du rôle du ligand et donc l'activation du récepteur dans le 

processus de dimérisation 374. Cette interface est similaire aux récepteurs β1-adrénergique, μ-

opioide et CXCR4 279,281,286.  
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7. EXPRESSION, PHYSIOLOGIE ET PATHOLOGIE DES 

PROKINETICINES 

7.1. Expression des prokinéticines 

 

Les PROKs et leurs récepteurs PROKRs sont retrouvés dans tous les tissus chez l’homme et les 

mammifères en général. On peut retrouver dans certains tissus les deux récepteurs exprimés. 

Néanmoins, PROKR1 serait majoritairement exprimé dans les organes reproducteurs, les 

glandes endocrines, le système digestif, les poumons, le cœur et les cellules sanguines. Alors 

que PROKR2 est exprimée dans le SNC (système nerveux central). Un résumé de cette 

expression est représenté dans le Tableau 6.  

Tissus  PROK1 PROK2 PROKR1 PROKR2 

Cerveau  Tractus solitaire, 

cervelet  

Bulbe olfactif, aire 

préoptique médiane, 

noyau arqué, noyau 

accumbens, îles de 

Calleja, amygdale 

médiane, 

mésencéphale, 

cortex cérébral, 

cervelet 

Ventricules de 

l'embryon : corps 

olfactifs, noyau 

arqué, corps 

mamillaires, 

hypothalamus, 

mésencéphale, 

ganglion de 

Gasser 

Ventricules de 

l'embryon, corps 

olfactifs, cortex 

piriforme et 

entorhinal, aire 

préoptique latérale, 

hippocampe, globus 

pallidus, amygdale, 

noyau 

paraventriculaire, 

noyau arqué, 

éminence médiane, 

noyau mamillaire, 

organe subfornical, 

ganglion de Gasser 

Moelle 

épinière  

 
Astrocytes, 

terminaisons 

centrales des 

nocicepteurs 

Astrocytes, 

terminaisons 

centrales des 

nocicepteurs 

Neurones de 

projection et 

motoneurones  

Système 

nerveux 

périphérique  

 
DRG : quelques 

neurones TRPV1+, 

cellules de Schwann 

DRG : 

principalement 

neurones 

TRPV1+, cellules 

de Schwann 

DRG : principalement 

neurones TRPV1+, 

cellules de Schwann 

Hypophyse  
   

Neurohypophyse  

Ovaire  Cellule de la thèque 

et de la granulosa  

 
Cellules 

endothéliales des 

capillaires  

Cellules endothéliales 

des capillaires  

Utérus  Épithélium 

glandulaire, cellules 

stromales et 

musculaires lisses 

Épithélium 

glandulaire, cellules 

stromales et 

musculaires lisses 

Épithélium 

glandulaire, 

cellules stromales 

Épithélium 

glandulaire, cellules 

stromales et 

musculaires lisses 
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et musculaires 

lisses 

Placenta  Syncytiotrophoblaste 

Cellules de 

hoffbauer  

Not found Cellules 

endothéliales et 

cellules 

trophoblastiques 

Cellules endothéliales 

et cellules 

trophoblastiques 

Testicules  Cellules de Leydig  Spermatocytes 

primaires 

Cellules 

endothéliales de 

l'interstitium 

Cellules endothéliales 

de l'interstitium 

Prostate  Cancer de la prostate  
   

Cœur  Tissu 

cardiovasculaire, 

cellules cardiaques 

 
Tissu 

cardiovasculaire, 

cellules 

cardiaques 

 

Reins  Tubules épithéliaux 
  

Cellules endothéliales  

Glande 

surrénale  

Cellules 

glomérulaires et 

fasciculées  

Cellules 

glomérulaires, 

fasciculées et 

endothéliales 

Cellules 

glomérulaires, 

fasciculées et 

endothéliales 

Cellules 

glomérulaires, 

fasciculées et 

endothéliales 

Foie 
 

Cellules de Kupffer 
  

Pancréas  Îlots pancréatiques, 

cellules stellaires 

 
Cellules 

endothéliales 

vasculaires 

Cellules endothéliales 

vasculaires 

Estomac  Fundus  
 

Estomac  
 

Intestin  Muqueuse et 

mésenchyme de 

l'intestin 

embryonnaire 

Plexus myentérique  Cellules de la 

crête neuronale 

entérique ; cellule 

épithéliale, 

neurones sous-

muqueux et 

myentériques de 

l'iléon, noyau 

myentérique du 

côlon. 

Plexus myentérique  

Adipocytes  
  

Préadipocytes  
 

Moelle osseuse 

and cellules 

sanguines  

Cellules B et T Cellules souches 

hématopoïétiques, 

monocytes, 

neutrophiles, cellules 

dendritiques. 

Granulocytes et 

macrophages 

inflammatoires. 

Cellules souches 

hématopoïétiques, 

granulocytes de 

souris 

Cellules souches 

hématopoïétiques, 

granulocytes humains 

et de souris 

 

Tableau 6: Profil d’expression des prokinéticines dans les différents organes  353 
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7.2. Physiologie et Pathologies des prokinéticines 

 

De par leur caractère ubiquitaire, les prokinéticines ont des rôles physiologiques divers selon 

les organes. Leurs rôles sont dépendants de leurs propriétés pro-angiogénique, pro-

inflammatoire et de chimiotactisme. Une dérégulation génique ou environnementale de ces 

protéines est également retrouvée dans de nombreuses pathologies. Leur implication dans ces 

processus physiologiques ou pathologiques (non cancéreux) est résumée dans le Tableau 7. 

 

 

Organes/Tissus Physiologie Pathologie Réfs 
Cœur PROK2/PROKR1 : 

Développement embryonnaire 

du cœur / régénération chez 

l’adulte 

PROKR1 : angiogenèse 

PROKR2 : fenestration  

Défaillance cardiaque : 

augmentation de PROK2 et 

PROKR1/2  

Âge : ↓PROK1 et ↑PROKR2 

375–384 

Cerveau/Tissu 

adipeux 

PROK2/PROKR1 : peptide 

anorexigène = diminution de 

la prise alimentaire et 

diminution développement du 

tissu adipeux  

 

Obésité : mutation de PROK2 

dans le syndrome de Kallmann 

Diabète : ↓ PROK2 (circulant) 

↑ Diabète  

369,385–392 

Rein  PROK2/PROKR1 : 

développement embryonnaire 

du rein 

 376,393,394 

Cerveau/tissus 

nerveux 

PROK2/PROKR2 : 

- Neurogénèse : migration et 

survie des neurones produisant 

la GnRH dans l’hypothalamus 

au cours du développement 

- Rythme Circadien (RC) : 

PROK2 sous le contrôle des 

facteurs de transcription du 

RC → suit un rythme (haut le 

jour et bas la nuit) et agit sur 

PROKR2 → modifications des 

processus physiologiques 

PROK2/PROKR1 : 

Contrôle le statut 

inflammatoire et la migration 

des astrocytes 

PROK1/PROK2 /PROKR1  

Différenciation cellules 

pluripotentes de la crête 

neurale entérique essentielle à 

la formation de 

neurones/cellules gliales 

L’hypogonadisme hypo-

gonadotrope (IHH) congénital 

/Syndrome de Kallmann (KS) : 

mutation de PROK2 ou 

PROKR2 → absence de 

neurones GnRH → 

Hypogonadisme hypo-

gonadotrope → infertilité et 

anosmie (perte odorat) 

Ischémie / traumatisme 

crânien : ↑ PROK2  

Parkinson : ↑ PROK2 dans les 

phases précoces de la maladie 

dans les neurones 

dopaminergiques (substance 

noire) 

Alzheimer : ↑PROK2 circulant 

et dans le tissu cérébral 

Chez le rat, stimulation avec 

peptides Aβ (amyloid-β) → ↑ 

PROKR1 / PROKR2 / 

PROK2 

332,354,395–

414 
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 Douleur : PROK2/PROKR1 

modulateur de la nociception  

Sclérose : Implication de 

PROK2 

Système de 

reproduction 

masculin 

Rôle mal connu : hypothèses : 

rôle dans le développement 

fœtal et l’angiogenèse chez 

l’adulte 

Varicocèle : ↑ PROK2 chez les 

rats atteints par cette pathologie 

mais rôle inconnu 

Orchite : ↑ PROK2 et 

PROKR1 → ↑ environnement 

inflammatoire délétère pour la 

pathologie 

Syndrome de Klinefelter : 

modification des niveaux de 

PROK2 au cours du temps 

IHH et KS : mauvais 

développement des gonades → 

infertilité (voir section Cerveau) 

338,415–421 

Système de 

reproduction 

féminin 

PROK1 :  

- Impliqué dans le cycle 

ovarien / cycle de l’endomètre 

- Pendant la grossesse : ↑ taux 

circulant 1er trimestre.  

PROK1/PROKR2 : Dans le 

placenta contrôle la migration, 

l'invasion des cellules 

trophoblastiques extravillaires 

et des cellules endothéliales 

fœtales, essentiel à 

l'établissement de la 

circulation fœto-maternelle  

Le syndrome des ovaires 

polykystiques: ↑ PROK1 ↔ 

hyperplasie tissu ovarien 

Le syndrome des ovaires 

hyperstimulés : ↓PROK1 

↑sévérité de la maladie 

Pré éclampsie : ↑ PROK1 

circulant (3e trimestre) qui 

semble être une conséquence de 

la pathologie 

Retard de croissance intra-

utérin : ↑ PROK1 circulant 

chez les patientes 

Fausses couches : mutations de 

PROK1 / PROKR1 / 

PROKR2 associés à cette 

pathologie 

Endométriose et grossesse 

ectopique : peu de données 

341,343,422–

430 

Articulation  Arthrose : ↑PROK2 et 

PROKR2 (macrophages) ↔ 

sévérité de la pathologie 

431 

Peau  Psoriasis : ↑PROK2 → hyper-

prolifération des kératinocytes 

432 

Système digestif PROK1 et PROK2 : 

contraction de l’iléon  

PROK1 : Augmentation de 

sécrétion des fluides 

intestinaux 

PROK2 : modulation des 

échanges d’ions dans l’intestin 

Colites ulcéreuses : implication 

de PROK2 

433–436 

 

Tableau 7 : Processus physiologiques et pathologiques (non cancéreux) impliquant les prokinéticines 
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Notre équipe s’est intéressée ces dernières années à l’implication des prokinéticines dans deux 

pathologies : la mucoviscidose et les cancers en lien avec l’inflammation et l’angiogenèse. Ces 

différents aspects vont donc être plus approfondis.  

7.2.1. La Mucoviscidose 

 

La mucoviscidose (CF : Cystic Fibrosis) est une maladie pulmonaire caractérisée par un défaut 

fonctionnel de la protéine CFTR participant au transport des ions Cl-, essentiel au maintien des 

propriétés du mucus pulmonaire. L’expression des prokinéticines est retrouvée dans 

l’épithélium du poumon et plus précisément dans les cellules ciliées. Les récepteurs sont 

retrouvés dans la membrane plasmique apicale.  

L’expression de PROK1, PROK 2 et PROKR2 sont fortement augmentées dans le cas de la 

pathologie de la mucoviscidose chez l’homme. La sécrétion de PROK1 se fait depuis la partie 

apicale des cellules épithéliales et se retrouve augmentée in vitro dans les cellules CF. Ceci est 

soutenu par un effet similaire sur les cellules WT où CFTR est invalidée. L’expression des 

ligands induit une stimulation de l’activité de CFTR par le biais de l’AMPc.   Il a également été 

mis en évidence une augmentation du statut pro-angiogénique dans le tissu pulmonaire CF qui 

pourrait être en relation avec les prokinéticines aggravant ainsi le statut inflammatoire du tissu 

437.   

7.2.2. Les prokinéticines et le cancer 

 

Les prokinéticines étant impliquées dans les processus d’angiogenèse, d’inflammation et de 

prolifération , ils ont été associés au développement de nombreux cancers.  

7.2.2.1. Cancer colorectal 

 

Le cancer colorectal est un cancer très agressif, car fortement métastatique dû à une angiogenèse 

très active. Il est la 2e et 3e cause de décès chez les hommes et les femmes respectivement.  Les 

ligands des prokinéticines semblent directement impliqués dans ce cancer.  L’injection de 

cellules cancéreuses surexprimant PROK1 ou 2 induit une importante angiogenèse, une 

croissance de la tumeur, de l’inflammation (présence de cellules immunitaires) et des 

métastases 438,439. L’injection d’un siRNA ciblant PROK2 abolirait ces effets 440.  
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Chez les patients avec chirurgie, 50% des tumeurs ont montré une forte expression de PROK2. 

Une corrélation a également été faite entre expression de PROK2 et les métastases 

lymphatiques engendrant une baisse significative de la survie 439. De nombreuses rechutes 

existent dans ce type de cancer dû à une résistance au traitement, dont celle ciblant le VEGF. 

La création d’un modèle de souris présentant ces caractéristiques de résistance a été développée 

et l’inhibition de PROK2 augmenterait l’efficacité du traitement par une baisse de progression 

tumorale et des cellules immunitaires infiltrant la tumeur 441. 

La  PROK1 a également été comme fortement exprimée dans ces tumeurs et que ses taux 

étaient corrélés à un mauvais pronostic vital 442. Ces effets semblent être médiés par PROKR1 

443. À l’instar de PROK2, le double traitement visant à la fois VEGF et PROK1 confère de 

meilleurs résultats sur la régression tumorale 443. De plus, l’expression de PROK1 dans la 

tumeur et dans le plasma était un indicateur d’un mauvais pronostic vital 444445. Ces résultats 

supposent un potentiel théranostique de ces ligands dans le cancer colorectal.  

7.2.2.2. Carcinome hépatocellulaire  

 

Le Carcinome hépatocellulaire est le plus commun des cancers du foie. Ce cancer est 

hautement angiogénique et des thérapies ciblant VEGF sont très pratiquées et augmenterait la 

survie des patients (bevacizumab : double l’espérance de vie) 446. Étonnement l’expression de 

PROK2 se trouve diminuée dans ce cancer du fait d’une baisse de population des 

macrophages exprimant, en condition physiologique, le ligand 447. 

7.2.2.3. Adénocarcinome pancréatique 

  

L’adénocarcinome pancréatique est un des cancers le plus agressif et létal (survie nette à 5 ans : 

11%) caractérisé par une faible vascularisation, mais hautement inflammé (macrophages, 

cellules myéloïdes) 448.  L’évidence de l’implication des prokinéticines a été faite dans des 

modèles de souris de ce cancer où PROK2 a été trouvé comme étant augmenté dans la tumeur 

et dans la circulation périphérique. L’utilisation d’antagoniste (PKRA7, spécifique de 

PROKR2) a confirmé ces résultats. Le traitement PKRA7 a confirmé ces résultats. Le 

traitement PKRA7 a induit une réduction de la taille tumorale. La potentialisation du traitement 

standard pour ce cancer a également était observée avec un anticorps anti-PROK2, réduisant la 

taille des tumeurs et les métastases 449,450.  
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7.2.2.4. Cancer du poumon  

 

Le cancer du poumon est la première cause de décès au niveau mondial, dû à un cancer. Ce 

cancer est hautement vascularisé et donc métastatique, mais le traitement anti-VEGF ne semble 

pas donner des résultats satisfaisants 451. PROK2 a été identifiée à la fois dans des modèles de 

souris et in situ sur des coupes de tumeurs de patients. Il serait produit par les granulocytes et 

les neutrophiles330. La suppression de la compétence des granulocytes (= absence de production 

de PROK2) dans le modèle murin diminuerait la croissance tumorale 452. 

7.2.2.5. Cancer de la prostate 

 

Le cancer de la prostate est hautement vascularisé et métastatique. Les thérapies ciblant les 

facteurs pro-angiogéniques sont donc privilégiées 453. PROK1, PROK2, PROKR1 et 

PROKR2 sont surexprimés dans ce cancer et sont corrélés à l’agressivité du cancer 454. 

D’autres études sont nécessaires pour caractériser le rôle de chaque membre de cette famille 

dans le cancer de la prostate.  

7.2.2.6. Cancer des testicules  

 

PROK1 est exprimé dans les cellules de Leydig dans les testicules sains. Il a été retrouvé un 

rôle du ligand dans les cancers dérivants de ces cellules uniquement 416.  

7.2.2.7. Cancer de la peau 

 

Le carcinome à cellule de Merkel est un cancer rare et agressif causé majoritairement par une 

infection virale. L’expression de PROK2 est augmentée dans ce type de cancer associé à une 

infiltration de macrophages 455. Contrairement à PROK1 qui est associé à un mauvais 

pronostique de ce cancer, PROK2 serait associée avec un bon pronostic vital. L’hypothèse serait 

en lien avec un rôle de PROK2 dans l’organisation des défenses immunitaires contre le virus.  

7.2.2.8. Cancer du sein  

 

Des études précliniques ont montré l’implication de PROK2 dans ce type de cancer. Il 

augmenterait la migration des cellules possédant des caractéristiques métastatiques 
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uniquement 456. Dans un modèle de souris de cancer du sein, PROK2 s’est trouvé fortement 

exprimé dans les poumons induisant les métastases dans cet organe. La production du ligand 

se ferait par des neutrophiles présents dans les poumons, mais également par les métastases 

elles-mêmes 457. 

7.2.2.9. Cancer du col de l’utérus 

 

Le cancer du col de l’utérus se développe également suite à  une infection par un virus. Des 

taux significativement élevés de PROK2 ont été détectés dans des lignées cellulaires. Dans ces 

cellules la PROK2 induirait la migration et l’invasion. Chez les patientes, la forte expression de 

PROK2 a été confirmée et est corrélée avec un mauvais pronostique 458.   

7.2.2.10. Cancer du cerveau 

 

Les gliomes sont les tumeurs cérébrales les plus communes et sont hautement vascularisés. Ils 

tirent leur origine des astrocytes et des oligodendrocytes. L’implication de PROK2 a été mise 

en évidence dans un modèle de souris, où l’utilisation de l’antagoniste (PKRA7 anti-PROKR2) 

a induit la diminution de la taille tumorale et la densité de vascularisation, tout en augmentant 

la nécrose 449. Cet antagoniste potentialiserait l’effet de la chimiothérapie.  

7.2.2.11. Cancer de l’ovaire 

 

PROK1 semble impliqué dans ce cancer et plus précisément dans le type séreux de haut grade 

(HGSOC) 459. Le récepteur PROKR1 a également était identifié dans le micro-environnement 

de la tumeur. Ces récepteurs seraient sécrétés par exosomes provenant des cellules tumorales 

et agiraient sur l’environnement tumoral, en particulier les cellules endothéliales460.  À ce 

jour, les études impliquant les ligands PROK1 et PROK2 restent très controversées en lien 

avec ce cancer.  
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7.2.2.12. Cancer du placenta : le choriocarcinome  

 

PROK1 possède un rôle prépondérant dans la grossesse de par sa forte expression dans le 

placenta. On retrouve sa production par les cellules du syncytiotrophoblaste contrôlant la 

prolifération, la migration et l’invasion des cellules trophoblastiques extra-villeuses pour 

l’établissement de circulation fœto-maternelle (Figure 70) 425.  

 

 

Figure 70: Établissement de la circulation fœto-maternelle par le cytotrophoblaste extra-villeux  

 

Une régulation fine de ce processus est indispensable pour la poursuite normale de la grossesse. 

En effet, l’invasion trophoblastique est l’élément clé de la placentation et une dérégulation dans 

ce processus se traduirait par le développement de pathologies grave qui menace la mère et son 

fœtus. À l’inverse, une invasion excessive et incontrôlée des cellules trophoblastiques serait 

associée au développement d’un cancer rare, mais encore mortel dans les pays en voie de 

développement: le choriocarcinome (CC) (Figure 71).  
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Figure 71: Processus de migration et de prolifération des cellules trophoblastiques extra-villositaires en 

condition physiologique et tumorale. 

 

La CC est fortement métastatique en raison de la propriété intrinsèque invasive des cellules 

trophoblastiques. En effet, de nombreux sites métastatiques ont été identifiés comme les 

poumons et le vagin, mais aussi le foie, la rate, les reins, les intestins et le cerveau. Parmi les 

femmes atteintes de CC métastatique, 10 à 30 % semblent être résistantes et meurent en raison 

de l'absence de tout traitement. Notre équipe a démontré durant les 10 dernières années la forte 

implication de PROK1 dans cette pathologie. Tout d’abord, les taux circulants et placentaires 

de PROK1 sont augmentés chez les femmes atteintes de CC. De plus, PROK1 induit la 

prolifération, la migration et l’invasion des cellules JEG3 (lignée humaine de cellules de CC et 

des cellules trophoblastiques normales du premier trimestre). Lors de cette induction, des voies 

métaboliques associées au développement tumoral sont activées. In vivo, l’administration 

d’antagonistes de PROKR1 et PROKR2 dans un modèle murin de CC, réduit la progression 

tumorale tant au niveau de la taille de la tumeur qu’au nombre de métastases 461–465. 

 

Cette dernière partie a bien reflété l’importance des prokinéticines dans de nombreux processus 

physiologique et pathologique. C’est la raison pour laquelle l’équipe où j’ai réalisé mon stage 

de thèse, s’est intéressé à cette famille de protéines. L’implication dans les pathologies 

inflammatoires et cancéreuses fait de cette famille une cible potentiel thérapeutique importante 

qui est faiblement exploité. La compréhension de cette famille est également nécessaire.  
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Le facteur, PROK1 et ses récepteurs PROKR1 et PROKR2 sont impliqués dans de nombreuses 

pathologies humaines, notamment les pathologies en lien avec l’inflammation et l’angiogenèse. 

Parmi ces pathologies, on trouve la mucoviscidose, l’inflammation gastro-intestinale, le 

syndrome des ovaires polykystiques (PCOS), le syndrome des ovaires hyperstimulés (SHO), la 

pré-éclampsie, le retard de croissance utérin, les fausses couches et de nombreux cancers 

comme le cancer colorectal, de la prostate, des testicules, de la peau, de l’ovaire et du placenta. 

Ce dernier, est dénommé choriocarcinome gestationnel (CG) et a fait l’objet de plusieurs études 

au sein de mon équipe. De façon intéressante, l’équipe a récemment démontré que les niveaux 

d’expression de PROK1 et de PROKR2 étaient augmentés dans le CG humain et que le 

traitement de souris modèles de CG par l'antagoniste de PROKR2 diminuait le développement 

et la progression de la tumeur, suggérant que l'antagonisation du système PROK1/PROKR2 ou 

PROK1/PROKR1 pourrait constituer une piste thérapeutique. Néanmoins, les antagonistes 

existants présentent plusieurs points négatifs : une toxicité élevée chez la souris, une faible 

spécificité pour l’un ou l’autre récepteur, le blocage de l’action des autres ligands de la famille 

des prokinéticines possédant des rôles physiologiques essentiels (cas des différentes formes de 

PROK2).  

Ainsi mon projet de thèse s’est décliné en deux axes (schéma 1) :  

• Le premier a porté sur le développement d’une nouvelle stratégie visant le ciblage 

direct des ligands de la famille des prokinéticines, en particulier, la protéine 

PROK1.  

• Le second axe a concerné la caractérisation des récepteurs des prokinéticines, 

PROKR1 et PROKR2 sur un plan moléculaire et cellulaire afin d’identifier leurs 

spécificités intrinsèques en termes de synthèse, adressage à la membrane et 

dégradation. Une meilleure connaissance de ces caractéristiques permettrait 

d’envisager dans le futur le développement de molécules bloquantes plus 

spécifiques et moins toxiques. 

✓ L’axe 1 : 

À travers l’obtention de la structure tridimensionnelle (STD) in vitro et in silico de PROK1, 

mon projet visait à identifier par criblage de librairies chimiques nationales et internationales 

les molécules capables de bloquer la liaison de PROK1 à ses deux récepteurs, principalement 

PROKR2. Les molécules les plus pertinentes ont été testées en utilisant un test fonctionnel.  
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Les objectifs l’axe 1 se déclinent en deux points :  

1. Clonage, expression, production et purification de PROK1 in vitro 

L’ensemble de ces étapes a été réalisé en collaboration avec les Dr. Patrice Catty, Julien Perard 

(LCBM, CEA-Grenoble) et le Dr. David Cobessi (IBS, CEA-Grenoble) 

➢ Clonage : La séquence humaine de prok1 a été clonée dans différents plasmides 

selon les hôtes utilisés. Les constructions comportaient toutes une étiquette His 

pour faciliter l’étape de purification. 

➢ Production : Plusieurs systèmes d’expression et de production ont été testés : 

eucaryotes ou procaryotes. 

➢ Purification : Pour la partie purification, de nombreuses techniques ont été utilisées 

dans le but d’obtenir la plus grande quantité de protéines pures afin de résoudre 

la structure tridimensionnelle (STD) de PROK1 in vitro. 

2. Résolution de la STD de la protéine PROK1 in silico et docking moléculaire 

La deuxième étape consistait en l’obtention d’une STD in silico de PROK1 et de son récepteur 

PROKR2 et de déterminer leur interface d’interaction pour diriger au mieux l’étape du docking 

moléculaire. L’étape du docking moléculaire, effectuée en collaboration avec Dr. Franck Borel 

(IBS, Grenoble), était une étape déterminante dans l’identification des molécules chimiques 

pouvant inhiber l’interaction PROK1-PROKR2, en ciblant le ligand.  

✓ L’axe 2 : 

Les objectifs de l’axe 2 se déclinent aussi en deux points :  

1. Développement de modèles cellulaires exprimant les PROKRs et mise en place d’un 

test fonctionnel 

Cette étape nous a permis de générer deux lignées stables (BHK-21) exprimant PROKR1 ou 

PROKR2. Ces modèles ont servi au développement d’un test fonctionnel en lien avec la 

question-1 de ma thèse, ainsi qu’aux expériences visant à caractériser le comportement 

moléculaire et cellulaire des récepteurs PROKR1 et PROKR2. 

 

2. Caractérisation moléculaire et cellulaire de PROKR1 et PROKR2  

Dans cette partie nous avons comparé les niveaux d’expression, de la stabilité, de l’adressage à 

la membrane et de la fonction de PROKR1 et PROKR2. Ce travail s’est poursuivi par la 

caractérisation des rôles des domaines N- et C-ter de chaque récepteur.   
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Schéma 1 : Les Différents axes abordés au cours de ma thèse  

 

L’ensemble des résultats obtenus sera présenté en trois parties : 

➢ Partie I : Clonage, Expression, Production, Purification de la protéine PROK1. 

Utilisation de sa structure tridimensionnelle déterminée in silico pour cribler, par 

docking moléculaire, des banques de molécules chimiques. Identifications de trois 

molécules capables d’inhiber l’interaction entre PROK1 et son récepteur 

PROKR2.  

➢ Partie II : Elle est présentée sous forme de manuscrit en cours de soumission pour 

publication. Elle porte sur le défaut de stabilité de PROKR2 par rapport à 

PROKR1, et les conséquences sur son expression, sa localisation et sa dégradation. 

➢ Partie III : Illustre les premiers résultats obtenus sur les rôles des parties N- et C-

ter dans le comportement cellulaire et moléculaire des PROKRs. 
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INTRODUCTION 

En France, après les maladies cardiovasculaires, le cancer constitue la deuxième cause de 

mortalité chez la femme.  Les cancers du sein, du poumon et colorectal occupent les trois 

premières places (mortalité : sein ~12 000, poumon~10 000 et colorectal~8 000). Les cancers 

gynécologiques touchent également de nombreuses femmes (col de l’utérus, ovaires, 

endomètre) mais aussi pendant de la grossesse. En effet, les cancers trophoblastiques touchent 

un organe transitoire essentiel au bon déroulement de la grossesse, le placenta. Le cancer  

affectant le placenta est dénommé, choriocarcinome gestationnel (CG)1. Ce cancer affecte, non 

seulement la grossesse, mais également la survie de la femme. L’incidence du CG est estimée 

entre 2 et 7 cas sur 100 000 grossesses en Amérique du Nord et en Europe. Cette incidence est 

supérieure en Afrique et en Asie, où les estimations sont de 50 à 202 sur 100 000 grossesses, 

respectivement2–4. Le trophoblaste ayant pour propriété intrinsèque une forte invasion, celle-ci 

lui confère un pouvoir métastatique plus important comparé à n’importe quelle autre cellule 

tumorale. Plusieurs traitements sont aujourd’hui disponibles pour les femmes ayant développé 

un CG, mais leur l’efficacité reste très faible et les effets indésirables sont élevés5. En plus, 

plusieurs patientes développent des résistances aux traitements proposés. Malheureusement, à 

ce jour encore 10 à 30% des patientes touchées par le CG métastatique deviennent résistantes 

et décèdent des suites des complications associées à cette pathologie. Ainsi, il est nécessaire de 

développer de nouvelles approches thérapeutiques pour remédier à ces résistances.  

Un des mécanismes qui régissent la métastase est le processus de l’angiogenèse qui fonctionne 

en paire avec le processus inflammatoire. Peu de protéines ont été rapportées à ce jour comme 

facteurs qui contrôlent, ces deux processus à la fois. 

 Mon équipe travaille depuis plus d’une décennie sur une famille de protéines impliquées dans 

le contrôle de ces deux processus. Il s’agit de la famille des prokinéticines. Cette famille est 

composée de deux ligands; PROK1/EG-VEGF et PROK2/BV8 et leurs deux récepteurs 

PROKR1 et PROKR2, membre de la famille des RCPGs. Les deux ligands sont de petites 

protéines compactes de moins de cent acides aminés comportant 5 ponts disulfures6. Ces ligands 

possèdent des propriétés pro-angiogéniques et pro-inflammatoires, et sont impliqués dans de 

nombreux processus physiologiques et pathologiques dont le cancer7,8. La PROK1 a été 

beaucoup décrite pour ses propriétés pro-invasives et de prolifératives des cellules 

endothéliales, au même titre que la protéine VEGF. PROK1 est impliquée dans de nombreux 

cancers comme le cancer colorectal9, de la prostate10, des testicules11, de la peau12, de l’ovaire13 

et du placenta1.  
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PROK1 a beaucoup été étudiée en lien avec la grossesse. Elle est directement impliquée dans 

le développement normal du placenta, en particulier dans l’invasion trophoblastique lors de 

l’établissement de la circulation fœto-maternelle14,15. Des dérégulations dans ses niveaux 

d’expression sont associées au développement de pathologies graves de la grossesse. De façon 

intéressante, mon équipe a récemment démontré que les niveaux circulants de PROK1 étaient 

plus élevés chez les patientes atteintes de CG et que l’antagonistaion de ses récepteurs par des 

molécules chimiques  atténuait le développement tumoral et diminuait les métastases 

associées1.  

Ces résultats suggéraient que les prokinéticines seraient des cibles thérapeutiques intéressantes. 

Néanmoins, l’utilisation de ces antagonistes présente plusieurs points négatifs : une toxicité 

élevée chez la souris (données non publiées), une faible spécificité entre les deux récepteurs, et 

le blocage de l’action des autres ligands de la famille des prokinéticines qui possèdent des rôles 

physiologiques essentiels (différentes formes de PROK2).  

Ainsi, dans cette partie de mon travail de thèse, nous avons tenté de cibler directement le ligand 

PROK1 par des molécules chimiques afin de bloquer sa liaison à son récepteur. L’identification 

de molécules spécifiques et inhibitrices a été réalisée par une étape de docking moléculaire 

nécessitant la structure tridimensionnelle (STD) de la protéine PROK1. 

Grâce à la résolution in silico de la STD de PROK1, nous avons réussi à cribler plusieurs 

banques de molécules chimiques par le docking moléculaire. Plus de 360 molécules ont été 

identifiées. À ce jour, nous avons caractérisé l’effet de 15 molécules dont trois se sont avérées 

prometteuses.  Ces molécules sont capables d’inhiber l’activation du récepteur PROKR1 et 

PROKR2 par le ligand PROK1. Ce criblage a été rendu possible par le développement d’un 

modèle cellulaire sur-exprimant les récepteurs humains PROKR1 et PROKR2 et d’un test 

fonctionnel IP1.  
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MATERIELS ET METHODES 

Clonage de l'ADNc de PROK1 humain   

La séquence codante de l'ADNc PROK1 humain (GenBank Accession No. NM-032414) a été 

synthétisée par Eurofins genomics (France) et insérée dans le plasmide pEXA2 par digestion 

NotI (5’) XhoI (3’). La séquence a été marquée à l’extrémité C-terminale avec l'étiquette 6xHis 

juste après la séquence de reconnaissance de la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) 

(ENLYFQS). Cette cassette 5’-NotI-XhoI-3’ a été utilisée par la suite pour cloner l’ADNc du 

PROK1 dans différents plasmides (sauf pour le plasmide pPICZαB), en fonction du type de la 

cellule hôte. La présence de PROK1 dans les vecteurs a été contrôlée par PCR en utilisant les 

amorces suivantes. Sens: 5'AGG TGC CAC GCG AGT CTC AA3', anti-sens: 5'GCA CAT 

CCG CAG CCC TCG AA3'. Tous les plasmides ont été amplifiés par transformation de 

bactéries compétentes JM109.  

Toutes les extractions et purifications de plasmides ont été réalisées à l'aide du kit Qiagen 

Plasmid Plus Midi. Le nettoyage de l'ADN après PCR ou digestion avec des endonucléases a 

été effectué avec Geneclean Turbo MP Biomedicals. Toutes les enzymes de restriction 

provenaient de Fermentas ou de Thermo Scientific (France). La quantification du plasmide a 

été réalisée à l'aide du nano-drop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, France). 

Expression dans les procaryotes  

Les plasmides pet22b et petM40 ont été utilisés pour la production dans les bactéries.  

 

 

Figure 1 : Constructions plasmidiques pour la production dans les bactéries 

 

Expression dans les cellules eucaryotes  

- Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)  

Pour la production dans les cellules d'insecte Sf9 (Spodoptera Frugiperda 9 de drosophile), 

PROK1 a été cloné dans le plasmide pFastBac (Thermofisher, France). La pFastBac contenant 

PROK1 a été transfectée dans des bactéries DH10Bac (Gibco, France) contenant le génome du 

baculovirus (bacmide). L'intégration de PROK1 dans le bacmide a été contrôlée par un test 

bleu/blanc et par PCR en utilisant les amorces pUC/M13 (Eurofins Genomics, France) ; sens : 

pelB PROK1 TEV His TAG

MBP PROK1 TEV His TAGTEV
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5'CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG3', anti-sens : 5'AGC GGA TAA CAA TTT CAC 

ACA GG3'. 

- Lignées cellulaires BHK-21 et CHO  

Pour la production dans des cellules de mammifères (BHK-21 et CHO dhfr-/-), PROK1 a été 

clonée dans le plasmide pNut (plasmide non commercial possédant le gène dhfr). Toutes les 

constructions plasmidiques ont été vérifiées par digestion enzymatique et séquençage 

nucléotidique (Eurofins genomics). 

- Les levures (Pichia Pastoris) 

Le plasmide pPICZαB (Thermofisher) a été utilisé pour la production chez Pichia Pastoris. 

PROK1 a été insérée par digestion enzymatique PstI (5’) et XhoI (3’) en amont de la séquence 

signal α.  La sélection des clones transformés a été effectuée par la présence du Zeocine dans 

le milieu de culture.  

Le plasmide recombinant a été linéarisé par l’enzyme SacI avant l’étape de transformation des 

Pichia Pastoris (souche GS115 (His-)). La présence de PROK1 a été contrôlée par PCR avec les 

amorces AOX1 : Sens: 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’, anti-sens : 5’-

GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’  

- Cellules et conditions de culture 

Les différentes souches de bactéries (C41 DE3, BL21 DE3, Rosetta DE3) ont été cultivées dans 

le milieu LB (Roth) en présence de 50µg/ml de kanamycine. Pour les Cellules Spodoptera 

frugiperda 9 (Sf9), elles ont été cultivées en utilisant le milieu SFM Sf-900 II (Gibco,France) 

complété par de la gentamicine (10 µg/ml) et par 10% de sérum bovin fœtal décomplémenté 

(30 min à 56°C). La culture cellulaire a été réalisée à 27°C en utilisant un incubateur rotatif (90 

rpm). Les cellules BHK-21 et CHO ont été cultivées dans le milieu DMEM-F12 (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium, Life-technologies (France)) et dans du DMEM Glutamax I, 

respectivement. Les milieux ont été additionnés de 5% (pour BHK) ou 7% (pour CHO) de 

sérum bovin fœtal (FBS) et 100µM de méthotrexate pour maintenir la pression de sélection 

pour le plasmide pNUT. La culture cellulaire a été réalisée à 37°C dans une atmosphère à 5% 

de CO2/air. Finalement, pour la culture de Pichia Pastoris (levure), elle a été réalisée dans 

BMGH (Buffered Minimal Glycerol supplemented with Histidin, Thermofisher) à 30°C et à 

250 rpm.  

Production de PROK1 

- Les cellules Sf9  
Pour les Sf9, les cellules sont cultivées dans un milieu sans FBS dans une boîte de Pétri et 

transfectées avec 60µg de bacmide avec 60 µL de Fugene6 de Promega. Ce milieu a été 
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récupéré et a constitué notre stock viral. L'infection pour la production de PROK1 a été réalisée 

en utilisant une densité cellulaire de 106 cellules/mL avec 400 µL de stock viral. 

- Les procaryotes  

Les bactéries ont été ensemencées à une densité optique (DO) de 0,1 dans un milieu LB 

complété par de la kanamycine. À une DO de 0,8, les cellules ont été traitées avec 100 mM 

d'IPTG pour initier la production de PROK1. 

- Les cellules BHK-21 et CHO 

Concernant les cellules BHK-21 et CHO, la production de PROK1 est constitutive en présence 

de méthotrexate.  

- La Levure Pichia Pastoris 

Après centrifugation, Pichia Pastoris a été resuspendue dans un milieu d’induction: BMMH 

(Buffered Minimal Methanol supplemented with Histidin) contenant du méthanol initiant ainsi 

la production de PROK1. Le méthanol est utilisé pour induire l’activation du promoteur AOX1.  

Préparation et purification des échantillons  

Après centrifugation, les bactéries ont été remises en suspension dans un tampon phosphate (50 

mM) contenant du NaCl (300 mM), de l'imidazole (20 mM), 10% de glycérol, 1 mM de PMSF 

et 5 mM de β-Mercaptoéthanol à pH 8. Les cellules ont été lysées par sonication en utilisant 

Vibra Cell de Bioblock Scientific ou par le réactif B-Per (Thermo Scientific). Une 

ultracentrifugation à 100 000 x g pendant 30 min a été réalisée afin de séparer la fraction soluble 

de l’insoluble. L’extraction périplasmique a été effectuée par la méthode TES 

(Tris/EDTA/Sucrose)16. Pour les cellules Sf9, BHK, CHO et Pichia Pastoris, le milieu de 

culture a été récupéré et utilisé pour la purification. 

Différentes méthodes de purification ont été utilisées. La première étant une colonne d'affinité 

en nickel de Qiagen (Ni-NTA) permettant la liaison du Tag-His. L'imidazole 250 mM a été 

utilisé pour éluer PROK1 de la colonne. La résine amylose a également été utilisée pour lier la 

protéine MBP. L’élution a été effectuée par 20 mM de Maltose.  

Électrophorèse et western blot 

La concentration des protéines a été mesurée à l'aide du kit de dosage des protéines Micro BCA 

(Thermo scientific). Tous les extraits de protéines ont été dénaturés dans du SDS à 2,5 % (p/v) 

de concentration finale de tampon de Laemmli (LSB), soumis à une électrophorèse sur gel 

acrylamide (15 % ou 4-20 %), transférés sur des membranes de nitrocellulose (Bio-Rad) et 

sondés avec les anticorps primaires correspondants. La réaction antigène-anticorps a été révélée 

à l'aide d'un anticorps IgG couplé à la HRP (Covalab, France) et développée avec ECL (Bio-

Rad) en utilisant le Fusion FX7 (Vilbert Lourmat). 
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Test ELISA 

La quantification de PROK1 dans le milieu de culture de cellules de mammifères (BHK/CHO) 

ou levures a été réalisée à l'aide du test ELISA Sandwich de Peprotech (Human PROK1 

Standard ABTS ELISA Development Kit).  

Modèle structural in silico de PROK1 et PROKR2 

Les structures tridimensionnelles de PROK1 et de son récepteur PROKR2 ont été obtenues in 

silico. Le modèle de PROK1 a été construit par homologie à la protéine MIT-1 (62% d'identité, 

pdb 1IMT) par le biais du logiciel Swiss-Model. Le modèle de PROKR2 a été obtenu par Raptor 

X Model par une méthode de deeplearning puisque ne possédant pas de protéine avec une forte 

homologie. Les deux modèles ont été comparés aux modèles générés par la plateforme 

AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). L’interaction de PROK1 et PROKR2 a été effectuée 

via InterEvDock2 et confirmée par ClusPro. VMD (Visual Molecular Dynamics) a été utilisé 

pour la visualisation des structures.  

Test fonctionnel IP-1 (1D-myo-inositol 1-phosphate) 

Pour réaliser ce test, nous avons tout d’abord utilisé les cellules BHK-21 pour générer deux 

lignées stables exprimant les récepteurs humains, PROKR1 ou PROKR2. 24h avant la 

réalisation du test, 40 000 cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits. Par la suite, 

les cellules sont traitées par le ligand PROK1 aux concentrations indiquées. PROK1 a été 

préparée dans le tampon de stimulation fourni par le fabricant et ajouté aux cellules pendant 1h 

à 37°C. Les cellules ont été ensuite lysées et l'IP1 accumulé a été mesuré à l'aide du kit IP-One 

(Cisbio, France). Les mesures ont été effectuées avec un lecteur de plaques TECAN Spark. Les 

antagonistes des récepteurs (PKRA505 et PC1) ont été ajoutés aux cellules 15min avant l’ajout 

de l’agoniste. PC1 a été obtenu du laboratoire du Dr G. Balboni (Université de Cagliari, Italie) 

et PKRA505 de Dr. QY Zhou (Université d’Irvine en Californie, États-Unis). Les molécules 

chimiques criblées proviennent de la chimiothèque nationale, une pré-incubation de 30 min à 

37°C a été réalisée avec le ligand PROK1.   

Docking moléculaire 

Les expériences de docking ont été réalisées avec la version 2019-3 de la suite Schrödinger 

(Schrödinger, LLC, New York, NY). 

Le modèle PROK1 construit avec Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) a été utilisé 

pour les études. La structure de la protéine a été traitée avec l'outil Protein Preparation Wizard. 

Pour générer la grille de docking, nous avons défini une zone carrée (45 Å × 45 Å × 45 Å) 

couvrant la totalité de la protéine. LigPrep a été utilisé pour minimiser l'énergie des ligands et 

pour générer des structures 3D, des tautomères et des états d'ionisation des ligands. Le criblage 
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virtuel a été réalisé à l'aide de Glide17. Il a d'abord été réalisé en mode haut débit (HTVS), puis 

les poses sélectionnées ont été criblées en mode précision standard (SP) et enfin les meilleurs 

composés ont été analysés en mode précision supplémentaire (XP).  

Aucune contrainte (telle qu'une liaison hydrogène ou la position d'un atome) n'a été appliquée 

pour guider la liaison. Le score de docking Glide a été utilisé pour classer les poses de docking.   

Les molécules chimiques 

Les molécules chimiques provenant de la chimiothèque nationale (ChemBioFrance) ont été 

criblées. Les molécules sont solubilisées dans 100% de DMSO. Lors du test fonctionnel IP1, la 

concentration finale du DMSO dans le milieu d’incubation des cellules était de 1.6%. La même 

concentration a été ainsi utilisée pour réaliser nos contrôles en absence des molécules 

chimiques.  

Statistiques 

Les différences entre les valeurs moyennes ont été comparées par des Student tests bilatéraux 

non appariés en utilisant SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA, USA). Les 

données sont exprimées en tant que moyenne ± SEM. Le seuil de significativité a été fixé à une 

valeur p bilatérale de 0,05. 
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RÉSULTATS 

Production in vitro 

La séquence PROK1 a été clonée dans différents plasmides en fonction du type de cellule hôte.  

- Chez la bactérie 

Les plasmides pET22b et PetM40 ont été choisis pour la production chez la bactérie. Des 

résultats préliminaires ont montré une toxicité et une agrégation importante de la production 

cytoplasmique de PROK1 qui pourrait venir de la présence de 5 ponts disulfures. Deux 

stratégies ont donc été explorées pour pallier à ce problème. Le plasmide pET22b comporte la 

séquence pelb pour l’adressage périplasmique de la protéine. Ce compartiment cellulaire est 

oxydant, permettant la formation de ponts disulfures contrairement au cytosol qui est réducteur. 

Le plasmide pETM40 permet la production de PROK1 liée à la Maltose Binding Protein (MBP) 

de 40 kDa permettant d’améliorer sa solubilisation.  

- Chez Sf9 

PROK1 a été insérée dans le plasmide pFastBac. Le plasmide recombinant pFastBac-PROK1 

a été transformé dans des cellules E.coli DH10Bac, où la transposition a eu lieu du plasmide au 

bacmide en utilisant deux sites de transposon (Tn7R,Tn7L) en combinaison avec d'autres 

transposons (miniattTn7). Ce bacmide est le génome modifié du virus qui a permis par la suite 

d’infecter les cellules Sf9 et l’utilisation de la machinerie cellulaire de Sf9 pour produire 

PROK1. La présence de PROK1 dans le bacmide a été examinée par le test Blue/White et par 

PCR. Le test bleu/blanc est basé sur la fragmentation du gène lacZ du bacmide contenant les 

transposons.  

Sans aucune insertion, le gène lacZ présent sur le bacmide va produire la protéine lacZ (β-

Galactosidase) qui va transformer le Bluo-Gal en un produit bleu. En cas de recombinaison, le 

gène lacZ est scindé, la cellule n'est plus capable de transformer le Bluo-Gal ; et les colonies 

restent blanches. Les colonies blanches positives ont été sélectionnées et une PCR a été réalisée.  

- Chez Pichia Pastoris 

La construction moléculaire a été faite par l'intégration de l'ADNc de PROK1 dans le plasmide 

pPICZαB permettant d’avoir l’étiquette His au niveau de la partie C-terminale. Entre la 

séquence de PROK1 et le tag-His, il y’a la séquence codante pour la protéase TEV. La séquence 

de PROK1 se trouve en amont du peptide signal α permettant la sécrétion de la protéine 

recombinante. PROK1 est sous le contrôle du promoteur AOX1 qui est inductible par le 

méthanol. La transfection a été réalisée par l'intégration du plasmide recombinant dans le 

génome de Pichia Pastoris GS115 ce qui permet de créer un clone stable. 
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Production et Purification de PROK1 

- Chez la bactérie 

Afin de suivre la production de la protéine recombinante, des extraits totaux de protéines ont 

été préparés toutes les heures. Cette production a été contrôlée par un gel coloré en bleu de 

Coomassie (Fig. 2A) et par Western Blot (Fig. 2B) pour la construction pET22b. La production 

de PROK1 a pu être observée dans les deux souches testées: C41 (DE3) et Rosetta (DE3). Nous 

avons choisi la souche C41 (DE3) pour sa capacité à croitre rapidement et pour sa forte 

production. La production a également pu être confirmée par Western blot en utilisant la 

construction pETM40 après 4h d’induction (Fig. 2C). 

 

 

 

Figure 2 : Production de PROK1 chez E.Coli 

Les bactéries E.Coli (C41 DE3) ont été transformées par le plasmide pET-22b ou pETM40 contenant le gène 

codant pour la protéine PROK1 étiquetée au niveau de sa partie C-terminale par le tag His. A une DO de 1, 

l’induction de l’expression de PROK1 a été induite par l’addition de 1mM d’IPTG aux temps indiqués. La Fig. A 

correspond au gel coloré par le bleu de Coomassie, tandis que les Fig.s B et C correspondent aux résultats de 

Western-Blot révélés avec un anticorps anti-His. Chaque culot bactérien a été extrait par du BPer et les dépôts 

ont été normalisés par la DO. 

 

 

La production de PROK1 par le plasmide pet22b qui contient un signal peptidique pelB qui 

permet l’adressage de la protéine vers le compartiment périplasmique, n’a pas permis de la 

localiser dans ce compartiment cellulaire (Fig. 3) 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Extraction périplasmique de PROK1 

1 : Extraction du périplasme des bactéries E.Coli (C41 DE3) 

transformées par le plasmide pET-22b recombinant par la 

méthode TES (Tris/EDTA/Sucrose). 

2 : Extrait total obtenu après sonication. 
 

 

De plus, PROK1 semble être exclusivement présente dans la fraction insoluble après sonication, 

confirmant le résultat obtenu avec l’extraction périplasmique. PROK1 semble être produite 

sous forme de corps d'inclusion dans le cytoplasme. Pour pouvoir la purifier, nous avons réalisé 

une solubilisation avec 8M d'urée et un repliement sur colonne (Fig. 4). 
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Figure 4 : Purification sur Ni-NTA en condition 

dénaturante (8M urée) et repliement sur colonne. 

1 : Passage à travers la colonne  

2 : Repliement sur colonne : Lavages 8M Urée à 0M 

Urée    

3 : Élution par imidazole 
 

Cependant, même après le repliement sur colonne, on retrouve des formes oligomériques sur 

un gel dénaturant (SDS-PAGE), ce qui nous laisse penser que la protéine s’agrège en raison 

d’un mauvais repliement. De plus, la rétention du PROK1 dans le cytoplasme empêche le 

clivage du peptide signal et donc la présence de la séquence pelB (22 acides aminés) est 

conservée dans le peptide purifié.  

Quant à la purification après production par pETM40, qui permet de produire PROK1 fusionnée 

avec MBP (Maltose Binding Protein) (40kDa), elle nous a permis, après purification sur résine 

amylose, d'obtenir de grandes quantités de protéines recombinantes, visibles sur gel SDS-

PAGE, après coloration par le bleu de Coomassie (Fig. 5). L’identification de PROK1 a 

également était confirmée par Western Blot. 

 

 

 

 

 

Figure 5: Purification sur résine amylose  

1 : Extraction totale  

2 : Passage à travers la colonne    

3 : Élution par 20mM de maltose 
 
 

Néanmoins, après clivage de la MBP par la protéase TEV (Tobacco Etch Virus), la 

contamination par différentes autres protéines comme la MBP-PROK1, la MBP et la TEV-His 

a constitué un handicap pour purifier PROK1, même après passage sur différentes résines (Ni-

NTA, amylose) (Fig. 6).  

De plus, ce clivage produit un agrégat soluble (MALLS) rendant impossible sa séparation par 

chromatographie d'exclusion ; (Données non illustrées). Des résultats similaires ont été obtenus 

par purification sur colonne Ni-NTA. 
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Figure 6: Élution à la TEV sur résine amylose.   

Après un premier passage sur résine amylose, l’extrait protéique a 

été élué par 20mM de Maltose. Un deuxième passage a ensuite été 

effectué sur la colonne, précédent ou non d’une incubation avec la 

protéase TEV pendant 1h sous agitation à 4°C. 

1 : Incubation en absence de TEV 

2 : Incubation en présence de TEV 

 

 

- Chez les cellules Sf9 

Les cellules Sf9 sont des eucaryotes qui présentent deux avantages pour la production d'une 

protéine biologiquement active et en grande quantité. Le premier est que ces cellules peuvent 

se développer en suspension, augmentant ainsi la densité cellulaire pour un volume donné. De 

plus, étant eucaryotes, ces cellules disposent de tout le système sécrétoire pour favoriser la 

formation de ponts disulfures et obtenir une protéine glycosylée et sécrétée. Après production 

du stock viral, les cellules Sf9 ont été infectées et des échantillons ont été récoltés à différents 

temps après infection. En plus du surnageant, nous avons également récupéré les cellules qui 

ont été lysées par le tampon RIPA, suivi d’une centrifugation pour séparer les protéines solubles 

et insolubles. Les protéines insolubles ont été placées dans un tampon dénaturant (8M urée) 

suivi d’une centrifugation pour séparer les protéines solubles et insolubles dans les 8M d’urée.  

Malheureusement, dans ce modèle, PROK1 n’est pas retrouvée dans le surnageant ni dans la 

partie soluble des cellules. Nous l’avons trouvé sous forme insoluble même après traitement 

avec 8M d’urée, ce qui rend inaccessible la protéine pour une étape de purification (Fig. 7). 

 

 

Figure 7: Production de PROK1 chez les Sf9: Fraction insoluble dans 8M d’Urée.   

La production de PROK1 a été réalisée par infection des cellules Sf9. Des échantillons furent récoltés à 

différents temps après infection.   

 

- Chez les cellules BHK-21 et CHO 

Le second modèle est les cellules de mammifères BHK-21/CHO déjà transfectées par le 

plasmide contenant l’ADNc de PROK1 marqué par le tag His. La production de PROK1-His a 

été quantifiée dans le milieu de culture par le test ELISA. Pour les cellules BHK-21, la 
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production a atteint 1ng/ml/mg de protéine, alors que pour les cellules CHO la production reste 

très faible ~ 0.1 ng/ml/mg de protéine (Fig. 8).  

 

Figure 8: Quantification par test ELISA de la production de PROK1 par les cellules BHK-21 et CHO. 

Les quantités de PROK1 dans chaque type cellulaire ont été normalisées par rapport à la quantité totale de 

protéine mesurée par la méthode BCA. 

 

Étant donné que les cellules BHK-21 et CHO sont cultivées en présence de 5% et 7% FBS, 

nous avons supposé que la quantité de FBS pouvait influencer la production de PROK1 dans 

les CHO et les BHK-21. Pour vérifier notre hypothèse, nous avons cultivé pendant 24h les 

cellules CHO et BHK-21 en présence de quantité décroissante de FBS dans le milieu de culture 

(Fig. 9).  

 

 

La production de PROK1 dans les différents milieux de culture a été évaluée par le test ELISA. 

Nos résultats montrent que la production de PROK1 dans les cellules CHO n'a pas été affectée 

par le pourcentage de FBS. Cependant, la production dans les cellules BHK-21 a été augmentée 

significativement avec la diminution de la quantité de FBS disponible dans le milieu (Fig. 9).  

 

 

 

 

 

Figure 9: Effet du pourcentage de FBS sur la 

sécrétion de PROK1 à partir des cellules BHK-21 et 

CHO. 

Après optimisation du pourcentage de FBS (0,5%) et du temps de culture (48h), nous avons 

réussi à produire 41 ng/mL dans le milieu de culture des cellules BHK-21. Au niveau de la 
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purification, aucune protéine n’a pu être récoltée en condition native. Seule la purification en 

condition dénaturante (8M urée) a fonctionné, permettant d’obtenir PROK1 sous forme 

dimérique et tétramérique (Fig. 10).   

 

 

 

 

 

Figure 10: Purification de PROK1 sur colonne Ni-NTA 

à partir du milieu de culture des cellules BHK-21. 

1 : Milieu avant purification 

2 : Milieu passé à travers la colonne 

3 : Élution avec 50mM d’imidazole 

4 : Élution avec 250mM d’imidazole 

 

 

- Chez Pichia Pastoris 

Enfin, nous avons développé un nouveau modèle utilisant la levure, Pichia Pastoris. Ce modèle 

possède les mêmes avantages que les cellules Sf9. Elles poussent en suspension et ce sont des 

cellules eucaryotes qui produisent des protéines sécrétées. Différents clones recombinants ont 

été isolés en utilisant la zéocine. La production est induite en rajoutant du méthanol dans le 

milieu de culture. Après la première production utilisant 12 clones, le clone 5 a été identifié 

comme le plus productif (Fig. 11A). Ce clone a été sélectionné pour les étapes suivantes. Deux 

stratégies de production ont été testées, toutes deux partaient d'une densité optique faible (Fig. 

11C) ou élevée (Fig. 11B), et utilisant différentes concentrations de méthanol.  

La condition avec une faible DO en présence de 3% de méthanol a été la meilleure condition 

identifiée (Fig. 11C) 
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Figure 11: Production de PROK1 dans Pichia Pastoris et quantification par test ELISA.  

La production a été induite dans les différents temps par l'ajout de la concentration de méthanol indiquée sur les 

Fig.s. (A) Production avec différents clones de Pichia Pastoris intégrant pPICZαB-PROK1 (Clones 3-12) par 

rapport au plasmide vide pPICZαB (Clone 1) en utilisant 0,5% de méthanol ajouté aux temps 0 et 24h, iOD ≈ 1.  

(B) Production de PROK1 avec le clone 5 induite par différentes concentrations de méthanol ajoutées aux temps 

0, 24 et 48h, iOD ≈ 1. (C) Production de PROK1 avec le clone 5 induite par différentes concentrations de méthanol 

ajoutées aux temps 0, 24 et 48h, iOD ≈ 40. 

 

Pour la purification chez Pichia Pastoris, la résine Ni-NTA a été utilisée sur le surnageant de 

culture des levures. Pour rappel le milieu de culture des levures est à pH 6, en sachant que le 

pKa de l’histidine est de 6, le pH optimal pour cette résine se situe entre 7 et 8. Différentes 

techniques ont été utilisées pour rectifier le pH de la solution: avec une solution de soude, avec 

plusieurs tampons concentrés sous forme liquide ou solide. Malheureusement, la rectification 

du pH entraîne une floculation du milieu qui entraîne une précipitation d’une grande partie de 

PROK1 (plus de 50%).  D’autres techniques de purification ont également été testées sans 

succès comme la précipitation à l’ammonium sulfate ou des chromatographies à échange d’ions 

(sulfonyl, carboxymethyl).  
Structure in silico de PROK1 et PROKR2 

Devant la difficulté d’obtenir une concentration suffisante de PROK1 pour les expériences de 

cristallographie, j’ai entrepris en parallèle des études in silico pour obtenir la structure 

tridimensionnelle (STD) de PROK1 par homologie avec la protéine MIT1, dont la STD a été 

résolue par RMN18. 
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En utilisant le logiciel Swiss-Model, nous avons réussi à obtenir un modèle de structure de la 

protéine PROK1 (Fig. 12B). La structure montre la présence de deux groupes de 3 feuillets β 

antiparallèles et 5 ponts disulfures caractéristiques de cette famille (Fig. 12B).  

La STD du PROK1 montre aussi la présence de trois poches qui peuvent potentiellement être 

ciblées par Docking moléculaire pour cribler plusieurs bibliothèques de molécules chimiques.   

Cependant, il a été dans un premier temps nécessaire d’identifier la zone d’interaction entre 

PROK1 et PROKR2. En absence de STD du récepteur, nous avons construit un modèle de 

PROKR2 grâce au logiciel Raptor-X en utilisant la méthode basée sur le deeplearning (Fig. 

12A). Cette méthode est adaptée aux protéines ne possédant pas une forte homologie avec une 

autre protéine dont la structure a été résolue, c’est le cas de PROKR2, dont la plus forte identité 

(30%), a été associée au récepteur à l’orexine. Le domaine d'interaction PROK1-PROKR2 a 

été modélisé par le logiciel InterEvDock2 et confirmé par le logiciel ClusPro. Une contrainte a 

été placée sur une partie de la boucle extracellulaire 2 (Acides aminés 208 à 212) puisque cette 

partie du récepteur a été montrée comme participant à l’interaction ligand-récepteur par des 

expériences de cross-linking et mutations19,20.   

Plus de 150 modèles ont été produits et ont révélé 5 résidus clés de PROK1 pour son interaction 

avec son récepteur PROKR2. Les acides aminés Lysine (K) 55, Histidine (H) 56, Arginine (R) 

26, Glycine (G) 27 et Tryptophane (W) 24 de PROK1 sont apparus comme des résidus 

essentiels pour l'interaction du ligand avec son récepteur PROKR2 (Fig. 12C).  

 

                                                                                                     

Figure 12: Modèles de structures in silico de PROK1 et PROKR2.  

(A) Modèle de PROKR2 obtenu par RaptorX. (B) Modèle de PROK1par homologie avec MIT-1 réalisé par le logiciel 

Swiss-Model. Les sphères grises représentent les 10 cystéines. (C) Modèle montrant l'interaction de PROK1 (rouge) 

avec PROKR2 (bleu) mettant en évidence les 5 résidus clés : W.24, R.26, G.27, K.55 et H.56 obtenu par 

InterEvDock2. 
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Docking Moléculaire 

Le modèle in silico de PROK1 (Fig. 12B) a été utilisé pour l'étape de docking moléculaire en 

collaboration avec le Dr Franck Borel (IBS, Grenoble). Plus de 300 000 molécules chimiques, 

provenant de différentes bibliothèques, ont été testées à l'aide du logiciel Schrödinger et 360 

molécules ont été identifiées comme ayant une bonne affinité de liaison avec PROK1 (score de 

docking < -8,5) (Fig. 13A). Trois poches ont été identifiées comme des sites de liaison potentiels 

pour des molécules chimiques (Fig. 13B). Ces molécules seront testées par le test fonctionnel 

IP1 pour déterminer leurs capacités à antagoniser les effets médiés par PROK1.  

 

 

Figure 13 : Identification par docking moléculaire des molécules chimiques ayant une affinité pour PROK1. 

(A) Tableau récapitulatif de l'étape de docking spécifiant les bibliothèques chimiques, le nombre de composés 

testés par bibliothèque et le nombre de composés ayant un bon score de docking. (B) Modèle in silico de PROK1 

(rouge) lié à différentes molécules chimiques provenant de la banque Edelris (fragments)  

 

Test fonctionnel 

Le test fonctionnel a été essentiel pour mesurer l’effet inhibiteur des molécules chimiques 

identifiées. Le test IP1 (Inositol monophosphate) de la société CisBio a été utilisé pour ce 

criblage. Ce test est basé sur la détection de la production d'IP1 suite à la liaison du ligand à son 

récepteur et à l'activation de la voie de signalisation Gαq.  
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Pour réaliser ce test, nous avons généré deux lignées BHK-21 exprimant stablement les 

récepteurs PROKR1 ou PROKR2. La caractérisation moléculaire et cellulaire de ces deux 

lignées sera abordée dans la deuxième partie de mes résultats.  

Les cellules BHK-21 exprimant PROKR1 ou PROKR2 ont été incubées à 370C et traitées 

pendant 1h30 par différentes concentrations du ligand PROK1 ou PROK2. L'activation de la 

voie Gαq a pu être estimée par mesure de la production d'IP1 (Fig. 14A). Les résultats obtenus 

montrent que l’activation de PROKR1 en présence de PROK1 est plus élevée par rapport à celle 

de PROK2 suggérant que PROKR1 présente une plus grande affinité que PROKR2 (Fig. 14A).  

La détermination de l’EC50 montre qu’elle est d’~4,5.10-9 M pour PROKR1 et de 16.10-9 M 

pour PROKR2 (Fig. 14A). La spécificité du signal enregistré par ajout de PROK1 a été 

contrôlée par l’utilisation des antagonistes des récepteurs, PKRA505 et PC1 (Fig. 14B et C). 

PKRA505 est antagonise à la fois PROKR1 et PROKR2, tandis que PC1 est plus spécifique de 

PROKR1. Les résultats obtenus confirment ces observations et valident notre modèle cellulaire 

pour tester l’effet inhibiteur des 300 molécules identifiées (Fig. 14B et C). À ce jour une 

vingtaine de molécules ont été testées, dont seulement trois ont montré une inhibition à 25 et 

50 µM (Fig. 14D). Les autres molécules n’avaient aucun effet (Fig. 14C). 

 

 

Figure 14: Test fonctionnel IP1 et criblage des molécules chimiques. 

(A) BHK-PROKR1 ou PROKR2 ont été stimulées par une gamme croissante de PROK1 exprimé ici en 

log[PROK1]. (B et C) Une concentration fixe de PROK1 a été utilisée sur les cellules BHK-PROKR1 ou PROKR2 

en présence d’une gamme croissante d’antagonistes PKRA505 (B) ou PC1 (C). (D et E) Une concentration fixe 

de PROK1 a été utilisée sur les cellules PROKR2 en présence d’une gamme croissante de molécules chimiques.  
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Nous avons par la suite entrepris la caractérisation in silico de la spécificité de l’interaction de 

la molécule la plus efficace, X2, avec la protéine PROK1. L’analyse de plusieurs modèles 

démontre que cette molécule se fixe au niveau de PROK1 à proximité des acides aminés 

identifiés comme impliqués dans l’interaction de PROK1 avec son récepteur PROKR2, 

confortant notre stratégie d’identification de molécules inhibitrices (Fig. 15).   

 

 

Figure 15: Structure du PROK1 avec la molécule chimique X2. 

(A et B) Structure de PROK1 (rouge transparent, Surf) avec les acides aminés importants pour sa fixation sur son 

récepteur : W.24, R.26, G.27, K.55 et H.56 (Rouge opaque, Bond) interagissant avec la molécule X2 (Multicolore, 

Bond). Une rotation de 180° a été effectuée entre (A) et (B).  
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DISCUSSION 

La production de protéines recombinantes a toujours été un défi dans le domaine de la 

recherche. Plusieurs hôtes procaryotes et eucaryotes sont à ce jour utilisés. Parmi ces hôtes 

Escherichia Coli (E.Coli) constitue l’outil le plus utilisé pour la production des protéines 

recombinantes, et ce en raison de sa rapidité de croissance, de la facilité pour la manipuler 

génétiquement, et de la compatibilité avec de nombreux plasmides. Cependant, la production 

dans cet hôte est souvent un processus de réussite ou d’échec total. La raison de l’échec serait 

due à un mauvais repliement de la protéine d’intérêt puisqu’elle n’utilise pas sa voie de sécrétion 

endogène.  

Le mauvais repliement est notamment retrouvé pour des protéines possédant des ponts 

disulfures. En effet, le milieu cytosolique des bactéries est réducteur empêchant la formation 

des ponts disulfures. Dans les cellules eucaryotes, un milieu oxydant se trouve notamment dans 

le RE21 favorisant, avec l’aide de chaperonnes, la formation des ponts disulfures. Chez les 

procaryotes, ce milieu oxydant se trouve dans le périplasme. Il est à noter que la bactérie produit 

de manière endogène 3 fois moins de protéines avec des ponts disulfures que les eucaryotes22.  

Par le passé, l’expression de PROK1 chez E.Coli avait nécessité une purification en conditions 

dénaturantes puis un repliement in vitro par dialyse. Cette étape est délicate, fastidieuse et le 

bon repliement de la protéine n’est pas assuré. Pour éviter cela, nous avons tout d’abord opté 

pour l’expression dans le périplasme. Malheureusement, l’export dans ce compartiment n’a pas 

fonctionné et la protéine s’est retrouvée sous forme de corps d’inclusions. Ce problème d’export 

dans le périplasme est souvent rencontré en raison de la saturation de la voie de translocation 

(translocon SecYEG)23. De plus, PROK1 produite avec la construction pET22b s’est retrouvée 

en corps d’inclusions dans le cytoplasme. La fusion de PROK1 avec MBP a permis la 

solubilisation des protéines fusionnées, mais lors de la purification, la protéine apparaissait sous 

forme d’agrégat soluble de haut poids moléculaire observé en SEC-MALLS (Size Exclusion 

Chromatography-Multiple Angle Laser Light Scattering). Ceci expliquerait le faible taux de 

clivage assuré par la protéase TEV, qui aurait eu un accès limité à son site de clivage sur la 

protéine.   

Pour les cellules Sf9, l’échec serait causé par l’absence de reconnaissance du signal peptidique 

humain. Dans une précédente étude, la production avec le baculovirus semble avoir fonctionné, 

mais peu d’informations concernant la quantité de protéines produite sont décrites22. 

Nous avons réussi à produire PROK1 dans le milieu de culture de la lignée mammifère ; BHK-

21. Cependant, la quantité produite (41ng/ml) était trop faible pour être exploitée. Plusieurs 

étapes d’optimisation ont été entreprises sans succès. 
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Un changement d’échelle de production reste difficilement franchissable en travaillant avec un 

modèle de cellules adhérentes. Un passage en cellules en suspension semble être l’unique 

solution pour une augmentation de la production. Le principal problème concernant ce modèle 

reste la purification de la protéine PROK1. En effet, aucune protéine n’a pu se fixer sur la résine 

Ni-NTA en condition native, en revanche le passage en condition dénaturante a été nécessaire 

pour obtenir une fixation sur colonne. L’accessibilité du Tag His semble également un point 

limitant, qui serait dû à un mauvais repliement de la protéine cachant ainsi le Tag.  

Concernant la production chez Pichia Pastoris, tout comme les cellules de mammifères, la 

protéine a bien été retrouvée sous forme soluble et sécrétée dans le milieu de culture, mais la 

production reste faible. Contrairement aux cellules BHK-21, le changement d’échelle est 

possible puisque les levures sont cultivées en suspension. Le véritable problème avec cet hôte 

est le milieu de culture qui flocule à pH 7, empêchant son utilisation sur la colonne Ni-NTA. 

Différentes stratégies pour résoudre ce problème ont été testées sans grand succès.  

D’autres stratégies restent à tester comme le changement du milieu par passage sur membrane 

d’ultracentrifugation25–28. Une production de la protéine recombinante dans un tampon 

directement à pH 7 peut également être envisagée29. Par le passé, uniquement la protéine 

PROK2 a été produite chez Pichia Pastoris. La production a été effectuée dans les mêmes 

conditions de culture, mais un maximum de production a été retrouvé au bout de 120h, ce qui 

n’a pas été le cas dans nos conditions (48-72h). De plus, l’induction a été effectuée avec 1% de 

méthanol avec des levures à densité élevée. Dans cette étude, la purification de PROK2 par 

résine à échange d’ions avait fonctionné (carboxymethyl)30. 

Le fait que nous n’avons pas réussi à produire des quantités suffisantes de PROK1 pour les 

expériences de cristallographie, nous avons entrepris de déterminer sa structure in silico.  Nous 

avons réussi à résoudre in silico la STD de PROK1 et de son récepteur PROKR2. Pour PROK1, 

le modèle a été développé via Swiss-Model par homologie à la protéine MIT-1 (62% d’identité). 

Pour PROKR2, le logiciel Raptor X a été utilisé selon la méthode de deeplearning qui est plus 

adaptée aux protéines avec de faible homologie de séquence. C’est en effet le cas de PROKR2 

avec un maximum d’identité de 30% avec le récepteur à l’orexine. Ces deux modèles ont été 

comparés aux modèles produits par AlphaFold avec des scores RMSD (Root Mean Square 

Deviation) faibles de l’ordre de 1.12 Å et 2.52 Å pour le ligand et le récepteur, respectivement. 

Afin de diriger au mieux le docking moléculaire, l’interface entre le ligand PROK1 et le 

récepteur PROKR2 devrait être mieux définie.  

Les prokinéticines étant qualifiées de chimiokines par leur action sur les leucocytes, cette 

caractéristique nous a permis de s’inspirer des modèles déjà connus pour leur fixation à leurs 
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récepteurs31,32. Un modèle à deux sites a été décrit pour cette famille et se fait en deux étapes, 

la première concerne l’identification du ligand à travers la fixation de sa partie N-ter (N-loop) 

sur la partie N-ter et ECL2 du récepteur, la seconde consiste en l’insertion de cette partir N-ter 

dans la poche hydrophobe formée par les TMs (activation du récepteur). Pour les prokinéticines, 

il a été démontré que la boucle extracellulaire ECL2 était impliquée dans la liaison au PROKR2 

via les acides aminés F198, Q210 et Trp21219,20. Afin de déterminer l’interface mise en jeu pour 

PROK1, nous nous sommes inspirés de ce résultat, et avions fixé la partie ECL2 comme boucle 

impliquée dans l’interaction avec le ligand dans le logiciel InterEvDock2. La création de 150 

modèles a permis de mettre en évidence l’implication de plusieurs acides aminés, W.24, R.26, 

G.27, K.55 et H.56. La Trp24 avait déjà été mise en évidence dans une expérience de cross-

linking, confortant nos résultats et le modèle d’interaction que nous avons créé20.  

Le modèle que nous avons identifié semble suivre la première étape du modèle proposé pour 

les chimiokines. Ce modèle considèrerait les acides aminés identifiés comme faisant partie de 

la N-loop. La deuxième étape faisant intervenir la poche hydrophobe du récepteur a été déjà 

mise en évidence33. 

L’idée de cibler directement le ligand et non le récepteur est connue depuis une vingtaine 

d’années34. Plusieurs stratégies ont été développées, comme l’utilisation de récepteurs leurres, 

d’oligonucléotides ou des aptamères35,36, mais la plupart des molécules ciblant des ligands sont 

des anticorps, comme c’est le cas pour le facteur pro-angiogénique  VEGF. Néanmoins, les 

coûts très élevés de ces thérapies par anticorps bloquants et les effets secondaires qu’ils 

engendrent suggèrent le recours à des thérapies utilisant des molécules chimiques plus 

spécifiques, moins toxiques et moins coûteuses. 

Dans cette étude, nous avons choisi de cibler le ligand PROK1 par des molécules chimiques. 

Nos résultats à ce stade ont identifié trois molécules qui inhibent l’interaction de PROK1 avec 

son récepteur et diminue son activité sur un test fonctionnel développé lors de ma thèse. Ces 

molécules semblent se fixer à proximité d’acides aminés impliqués dans l’interaction du ligand 

avec son récepteur.  Cette stratégie qui vise à inhiber chimiquement l’interaction du ligand avec 

son récepteur pourrait être à l’origine de thérapies ciblées qui atténueraient les effets pro-

inflammatoires et pro-angiogéniques médiés par PROK1 non seulement dans le cancer, mais 

également dans plusieurs pathologies inflammatoires comme la prééclampsie et la 

mucoviscidose. 
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Introduction  

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont des protéines membranaires qui jouent un 

rôle central dans plusieurs processus physiologiques et physiopathologiques chez l’homme. 

C’est la famille des protéines la plus abondante dans le génome humain avec environ 800 

membres, dont 30% sont des cibles de médicaments actuellement commercialisés. Cette famille 

reste un réservoir important pour de nouvelles thérapies innovantes. Les RCPG présentent une 

structure commune avec 7 domaines transmembranaires qui sont reliés par trois boucles 

extracellulaires et trois boucles intracellulaires et deux extrémités NH2- et COOH-terminales 

localisées du côté extra- et intracellulaire, respectivement.  

La stimulation des RCPG par leurs ligands entraine des réarrangements structurels, y compris 

d’oligomérisation, nécessaires à l'activation des protéines G hétérotrimériques. Ces 

réarrangements constituent aussi un signal pour différents processus propres aux récepteurs 

comme l’endocytose, le recyclage ou la dégradation par la voie lysosomale et/ou protéosomale. 

En 2001, deux nouveaux membres de la famille des RCPG ont été identifiés. Ce sont des 

récepteurs orphelins activés par deux ligands de la famille des prokinéticines (PROK) : PROK1 

et PROK2.  La spécificité d’activation de ces récepteurs par les ligands PROK1 et PROK2 a 

permis de les désigner ; PROKR1 et PROKR2. Depuis leur identification, les deux récepteurs 

ont été caractérisés par rapport à leur expression, localisation, fonction, régulation, et 

implication dans certaines pathologies humaines. 

 Sur le plan fonctionnel, l'activation des PROKRs va recruter, en fonction du type cellulaire, 

différentes protéines G (Gq, G11, Gs ou Gi) et par conséquent mobiliser différentes voies de 

second messager (Ca2+, AMPc, phosphoinositol) et de kinases (Akt,  MAPK). 

Une caractéristique qui n’est pas encore élucidée pour ces deux récepteurs est leur induction 

d’effets biologiques différents malgré qu’ils soient exprimés par la même cellule ou le même 

tissu, ainsi que la capacité de leurs ligands, PROK1 et PROK2 à activer les deux récepteurs 

sans sélectivité apparente et avec une stimulation d’ordre nanomolaire. Les premières 

explications incriminent les niveaux d’expression des récepteurs qui semblent être différentes 

en fonction de la cellule ou du tissue considéré ainsi que la disponibilité de leurs ligands. 

Les études menées à ce jour suggèrent fortement que les niveaux circulants des deux ligands et 

la disponibilité membranaire de leurs récepteurs, PROKR1 ou PROKR2, imposeront le choix 

du couple ligand-récepteur, nécessaire à l’activation de voie de signalisation propre à un type 

cellulaire. L’absence de spécificité par rapport au récepteur suggère aussi que la liaison à l'un 
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ou l'autre des récepteurs dépendra fortement de la concentration relative des ligands et de la 

disponibilité de PROKR1 ou PROKR2 au niveau de la membrane plasmique. 

Les variations des concentrations circulantes des ligands et leurs biodisponibilités à proximité 

des récepteurs restent énigmatiques et difficiles à élucider. En revanche, les mécanismes qui 

régissent la disponibilité membranaire des RCPG ont été bien documentés. Ils incluent la 

biosynthèse, le trafic intracellulaire, la désensibilisation, l’endocytose, le recyclage et la 

dégradation. Ces mécanismes sont aujourd’hui décrits comme étroitement liés à l’exposition de 

motifs spécifiques présents au niveau des domaines extra- et intracellulaires comme les 

extrémités N- et C-terminales. La disponibilité de ces motifs est associée aux réarrangements 

structurels que subissent les récepteurs, comme l’oligomérisation. 

Pour les récepteurs PROKRs, aucune étude, à ce jour, ne s’est intéressée à la comparaison de 

leur comportement cellulaire et biochimique pour mieux comprendre leur disponibilité 

membranaire. La difficulté dans ces comparaisons réside dans le fait que ces récepteurs 

partagent ~85% d’identité. Ainsi, s’il faut les comparer, il faudra s’intéresser au 15% de 

différence portée par les deux extrémités N- et C-ter et par la boucle extracellulaire.  

À l'aide d'un système d'expression hétérologue, nous avons comparé la localisation cellulaire, 

le trafic et la stabilité membranaire de PROKR1 et PROKR2. Nous avons démontré que 

PROKR1 et PROKR2 présentent une différence dans la localisation et trafic intracellulaire ainsi 

que dans la stabilité membranaire. De plus, nous avons apporté la preuve que par rapport à 

PROKR1, PROKR2 était plus sensible à la dégradation dépendante de la voie lysosomale. Nous 

avons démontré que le degré de structuration de PROK2 par rapport à PROKR1 serait 

responsable de sa dégradation rapide. 

Ces résultats révèlent, pour la première fois, des caractéristiques moléculaires qui différencient 

PROKR1 de PROKR2. Ces données vont contribuer à une meilleure compréhension de leurs 

effets biologiques dans des contextes physiologiques et pathologiques, dans l’objectif final de 

développer, spécifiquement des thérapies capables de cibler l’un ou l’autre des récepteurs .   
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Differential conformation and temperature-sensitive stability between PROKR1 and 

PROKR2 in post-endoplasmic reticulum compartments.  
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Abstract 

Prokineticin receptors (PROKR1 and PROKR2), are G protein-coupled receptors (GPCR) 

involved in several physiological and pathological processes, including immunity, pain, 

inflammation, and cancer. Human PROKR genes are located on two different chromosomes, 

yet their primary sequences are highly conserved, with nearly 85% identity. The sequence 

variation is mostly concentrated in the extracellular N- and intracellular C-terminal tails as well 

as in the second intracellular loop. In addition, both receptors are activated at the nanoscale 

level by two secreted prokineticins peptides (PROK1 and PROK2). Despite these strong 

structural and biochemical similarities, and even if both receptors are often expressed in the 

same tissue, their activation leads to different cellular responses, suggesting that the ligand and 

receptor pairing may depend on several parameters, including the plasma membrane availability 

of the receptors. The later, might be associated with intrinsic structural changes, wish may affect 

receptor’s cellular localization, trafficking, plasma membrane insertion, and oligomerization. 

Using heterologous stable expression system, we undertook, in the absence of any 

transcriptional regulation, a comparative study of the biochemical and cellular fate of PROKR1 

and PROKR2. While PROKR1 is mainly localized to the cell surface and exhibit a half-live of 

~3.5h, the expression of PROKR2 is meanly found at the ER-Golgi compartment with a 

significant shorter half-live of ~1.5h. Biochemical and functional assessments showed that 

PROKR2, compared to PROKR1, has a temperature-sensitive stability defect in post-ER 

compartments, including the cell surface. The lysosomal accelerated disposal of PROKR2 is, 

most likely due to a decrease in the stability of its conformation, demonstrated by in situ 

protease susceptibility, SDS-resistant thermo-aggregation and thermo-stability assays.  

We propose that the decreased stability of PROKR2, compared to PROKR1, may contribute to 

its inability to accumulate at the cell surface. Further studies are needed to understand the 

physiological meaning of PROKR2 biochemical features and how to take advantage from these 

receptor’s specificities to develop interfering molecules to block one or the other receptor in 

pathological settings. 
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Introduction 

In the pathogenesis of human diseases, G-protein-coupled receptors (GPCRs) play a central 

role as indicated by the number of drugs that target their cellular biosynthesis and/or functional 

activities [1]. These receptors represent the largest family of membrane-spanning proteins and 

respond to numerous extracellular signals. GPCRs control different biological processes upon 

activation of heterotrimeric G-proteins and second messenger signaling cascades [2]. GPCRs 

share a central core formed by seven transmembrane helices (from TM1 to TM7) connected by 

intracellular and extracellular segments, and two end regions corresponding to the extra- and 

intracellular amino- and carboxy-terminal sequences, respectively [3]. Upon ligand stimulation, 

GPCRs undergo first tertiary structural changes, necessary for G protein activation, including 

oligomerization processes, followed by ubiquitin-dependent endocytosis, and recycling or 

lysosomal/proteosomal degradation [4–7].  

In the GPCRs family, two orphan receptors, characterized by an unusual high degree of 

sequence similarity (~85% amino acid identity [8]) have been identified to be activated by the 

two canonical members of the prokineticin family (PROK); PROK1 also called EG-VEGF 

(endocrine gland derived-vascular endothelial growth factor) and PROK2 also called BV8 

(Bambina Variegata). The receptors are called PROKR1 and PROKR2 [9-10]. Depending on 

the type of cellular localization, the activation of PROKRs induce calcium mobilization, 

phosphoinositol turnover, and activation of Akt kinase and mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) in a Gq, G11, Gs or Gi-dependent pathways [8-13]. The PROKs/PROKRs family are 

involved in diverse biological processes [14-18]. While the mammalian PROKRs are widely 

coexpressed in various tissues, the level of expression of each receptor was reported to be 

specific to each tissue, suggesting local regulations that dictate their physiological functions [8, 

14, 19]. Recent studies reported divergent roles for PROKRs, as a function of their patterns of 

expression. In human placenta, gastrointestinal system, and endothelial cells, PROKR1 is 

highly and differentially expressed compared to PROKR2 [17–19]. Similar results were 

reported for the development of the olfactory bulb (OB), where both receptors are expressed 

but only PROKR2 is involved in the migration of GnRH neurons [21, 22]. Another feature of 

the ligands PROK1 and PROK2 is their capacity to activate both receptors with similar agonist 

potency and without apparent selectivity [8, 10].  

Altogether, these results strongly suggest that the circulating levels of both ligands and the 

availability of their plasma membrane receptors, PROKR1 or PROKR2, may act in a pair 

manner to activate particular physiological/cellular signaling pathways.  

In addition, the absence of receptor’s specificity, strongly suggests that the binding to either 

receptor will strongly depend on the relative concentration of the ligands and the availability of 

PROKR1 or PROKR2 at the plasma membrane. 

While, several studies reported the physiological and pathological roles of the ligands and the 

receptor [14-18]. Yet, no empirical evidence is available to support PROKRs selective 

activities. Because the ligand and receptor pairing depends on the type of the ligand; on the 

signal to be transduced; on the membrane trafficking and receptor availability at the cell surface, 

and given the differential physiological roles of PROK1 and PROK2, we hypothesize that 

PROKR1 and PROKR2 may diverge for one or more of those features. Another differentiating 

feature may be linked to structural differences between the receptors, which may affect their 

cellular localization, trafficking, and plasma membrane insertion.  
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Using a heterologous expression system, we compared the cellular localization, trafficking and 

membrane stability between PROKR1 and PROKR2. We demonstrate that PROKR1 and 

PROKR2 exhibit different cellular localization, trafficking, and membrane stability. In 

addition, PROKR1 and PROKR2 were more susceptible to lysosomal-dependent proteolysis at 

post-Golgi compartments, including the plasma membrane. We propose that the degree of the 

structural destabilization of PROKR2 may accounts for its rapid degradation compared to 

PROKR1. 

These results reveal, for the first time, some of key differentiating features between PROKR1 

and PROKR2. These findings will contribute to a better understanding of PROKR1 and 

PROKR2 respective physiological roles and facilitate the development of specific agonist or 

antagonist molecules. 
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Materials and methods 

Plasmid Construction 

The human cDNA encoding PROKR1 (NCBI Gene ID: 10887) and PROKR2 (NCBI Gene ID: 

128674) proteins were synthetized and inserted in the pCDNA-3.1 plasmid between the Not-I 

and Xho-1 restriction sites. The 3’ region of both sequences was flanked with the influenza 

hemagglutinin (HA)-flag sequence (5' TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT 3' or 

5' TAT CCA TAT GAT GTT CCA GAT TAT GCT 3'). The corresponding constructs were 

cloned into the pNut plasmid to generate stable baby hamster kidney (BHK) cells under 

methotrexate selection. The pcDNA-3.1 constructs were used for transient transfection. 

Cell lines 

To avoid the possible influence of clonal variations on PROKR1 or PROKR2 biosynthesis, 

trafficking, plasma membrane stability, and function, experiments were carried out both in 

transient and stable heterologous expression systems. A mixture of stably BHK cells, 

expressing human wild type (wt) PROKR1 or PROKR2 with a carboxyl-terminal 

hemagglutinin (HA)-epitope, was generated and maintained as previously described [23]. At 

least 100 individual clones were combined after methotrexate selection and expanded for 

subsequent experiments. 

COS7 cells were transiently transfected with the pCDNA3.1 plasmid containing wt human 

PROKR1 or PROKR2 cDNA using the FuGENE6 (Promega, France). BHK and COS7 cells 

were grown in DMEM/F-12 (5% fetal bovine serum; FBS) and in DMEM (10% of FBS), 

respectively, at 37°C under 5% CO2. 

Antibodies and reagents 

The monoclonal anti-HA Ab (16B12) was purchased from Biolegend, France. Anti-PROKR1 

and anti-PROKR2 recognizing 1-14 and 13-25 residues at the N-terminal tail, respectively, and 

the secondary anti-mouse and anti-rabbit antibodies were purchased from Covalab (France). 

Endoglycosidase H (Endo H), peptide-N-(N-acetyl-β-glucosaminyl) asparagine amidase 

(PNGase F), and O-glycosidase neuraminidase bundle were purchased from New England 

Biolabs (France). Other classical chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (France). 

Immunolocalization 

Indirect immunofluorescence localizations of WT PROKR1 or PROKR2 (C-terminally tagged 

with the influenza hemagglutinin (HA) epitope), stably or transiently expressed in BHK or 

COS-7, respectively, were performed as previously described [24].  

HA-tagged receptors were visualized using murine monoclonal anti-HA and Alexa Fluor 488-

conjugated donkey anti-mouse antibody (Thermofisher Scientific, France) in 4% 

paraformaldehyde fixed and permeabilized cells. Single optical sections were obtained on an 

LSM 510 fluorescence laser confocal microscope (Carl Zeiss, France) with an oil 63X 

objective. 

Microsome preparation and limited proteolysis 

Isolation of ER, Golgi, and plasma membrane-enriched microsomes from BHK cells was 

performed using hypotonic buffer (pH 6.8, 10mM Hepes, 1mM EDTA, 0.25M sucrose) and 
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differential centrifugation as described previously [24]. The microsomal pellet was resuspended 

in hypotonic buffer at pH 7.6 and used either immediately or after being snap-frozen in liquid 

nitrogen. As described previously [24], the microsome fractions were subjected to the limited 

proteolysis digestion. PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) was used to stop the reaction and 

samples were immediately denatured at room temperature (RT) for 30 min in the presence of 

the 2X Laemmli sample buffer (LSB). 

Subcellular fractionation 

All procedures were carried out as described previously [23]. Fractions (1 ml) were collected 

from bottom to top. The density profile of the gradient was verified with density-marker beads 

(Sigma–Aldrich). The activities of alkaline phosphatase, ß-glucuronidase, mannosidase II and 

α-glucosidase, specific marker enzymes of plasma membrane, lysosomes, Golgi and ER 

complex, were measured in each fraction [23]. Protein content was determined with BCA kit 

(Sigma-Aldrich) using bovine serum albumin as a standard. 

Metabolic degradation of PROKR1 and PROKR2  

The biosynthetic, degradation and trafficking rate of PROKR1 or PROKR2 stably expressed in 

BHK cells were evaluated using 100µg/ml of cycloheximide (CHX), an inhibitor of eukaryotic 

translation for the indicated time. Following the treatments at 37°C, proteins were extracted 

using RIPA buffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, and 0.5% 

sodium deoxycholate, pH 8.0) supplemented with proteases inhibitors, separated on a 10% 

SDS-polyacrylamide gels and transferred into nitrocellulose membrane. PROKR1 and 

PROKR2 were identified using anti-HA antibody and ECL kit. 

Biotinylation of cell surface PROKR1 or PROKR2 

The cell surface expression of wt PROKR1 or PROKR2 stably expressed in BHK cells was 

evaluated using biotinylation assays [24]. After biotinylation and solubilization, the 

biotinylated receptors was affinity-isolated on streptavidin-Sepharose (Thermofisher 

Scientific), separated with SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and visualized using anti-

HA Abs and Enhanced Chemiluminescence (ECL). 

Glycosidase Digestion 

To distinguish between O-, high mannose and complex-type N-linked oligosaccharide 

modification of PROKR1 or PROKR2, cell lysates were incubated with O-glycosidase-

Neuraminidase, endoglycosidase H, or peptide N-glycosidase F at 37°C for 2h at the 

concentrations indicated by the supplier. The mobility shift of deglycosylated receptors was 

visualized with immunoblotting using anti-HA mAb. 

Electrophoresis and immunoblotting 

BHK cells stably expressing PROKR1 or PROKR2 were lysed in RIPA buffer containing 

proteases inhibitors [25]. Proteins were denatured in LSB, separated on SDS-PAGE, and 

immunoblotted using mouse monoclonal anti-HA antibody. Primary Abs were visualized by 

horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG and ECL. Immunoblotting of beta ()-

actin-subunit was performed with the mouse monoclonal (Covalab, France) antibodies. 

Immunoblots, with multiple exposures, were quantified using iBright Imaging System (Thermo 
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Fisher Scientific, France) and N.I.H. ImageJ 1.53 software (developed by the National Institutes 

of Health and available at their web site). 

Thermostability of PROKR1 or PROKR2  

The degradation rate of PROKR1 or PROKR2 stably expressed in BHK cells was also evaluated 

using 100 µg/ml of CHX at 26°C and 42°C. Immunoblotting detection of PROKR1 or PROKR2 

was performed as previously described [24]. PROKR1 and PROKR2 were identified using anti-

HA antibody and ECL kit. 

Thermoaggregation assays 

Thermoaggregation assays were performed as described previously [24]. Following the 

solubilization of BHK cells in LSB, the aggregation tendency of PROKR1 or PROKR2 was 

compared by exposing the lysate to temperatures ranging from 37 to 100 °C for 5min. SDS-

resistant macromolecular aggregates were sedimented with centrifugation (14,000 ×g for 15 

min). Where indicated, heat denaturation was performed in LSB supplemented with 8Murea. 

Monomeric PROKR1 or PROKR2 remaining in the supernatant were measured with 

quantitative immunoblotting using anti-HA Abs and ECL. 

Statistical analysis 

All our experiments were repeated at least three times. Results are means ± S.E.M. Two-tailed 

P values were calculated at 95% confidence level with Mix-effects model, using Prism software 

(GraphPad).  
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Results 

Steady state expression of PROKR1 and PROKR2 

Depending on the cell or tissue types, several studies reported that the pattern of expression of 

endogenous PROKRs could be different [26-28]. We verified whether the differences might be 

the consequence of transcriptional (via their promoters) or post-transcriptional (specific to the 

protein) regulations. In an attempt to investigate the cellular regulation of PROKRs expression, 

first, we stably and transiently expressed human PROKR1 or PROKR2 bearing a C-terminal 

influenza HA epitope in BHK-21 or COS-7 cells, respectively (Fig. 1A and B). The steady-

state level of PROKRs was determined with immunoblotting using monoclonal antibodies 

(mAbs) that recognize the C-terminal HA tag (Fig. 1A and B). In stably (BHK-21) and 

transiently (COS-7) transfected cells, both receptors generated a similar pattern, with two 

characteristic bands that might correspond to the core- (MW ~46 kDa) and complex-

glycosylated (MW ~59-61 kDa) forms (Fig.1A, B and C). In addition, PROKR2 showed two 

more bands at 37 and 28 kDa that represent potentially an intermediate degradation polypeptide 

(Fig. 1A, B and C). Based on their electrophoretic profiles, both forms might correspond to the 

mature highly (H) and to the intermediate (I) glycosylated form of both receptors (Fig. 1A and 

B). To get more insights into the cellular glycosylation process of PROKR1 and PROKR2, we 

used protein extracts to test the glycosidase sensitivity of the H- and I-glycosylated forms. Cell 

lysates were incubated in the presence or absence of endoglycosidase H (H), peptide-N-

glycosidase F (F), or O-glycosidase (O), three specific endoglycosidases used to characterize 

the glycoproteins. The digestion results showed that the 46 kDa band corresponding to the I-

glycosylation was sensitive to endoH, producing a 37 kDa band (Fig. 1C). However, endoF 

was only able to digest the 59-61 kDa band, generating a 46 kDa band that correspond to the 

receptors I-form (Fig. 1C). These results confirmed that the 59-61 kDa corresponds to the 

receptor’s H-glycosylated form. The 59-61 kDa band of PROKR1, but not PROKR2, was 

sensitive to the O-glycosidase (Fig. 1C). Interestingly, we observed that the level of expression 

of PROKR1, stably or transiently expressed in BHK or COS-7, respectively, was higher 

compared to PROKR2 (Fig. 1A and B). The Image-J quantification revealed that the PROKR1 

H-form is ~58% more expressed compared to PROKR2 (Fig. 1D). No significant difference in 

the levels of expression of the I-form was observed between the two receptors (Fig. 1D). These 

results suggest that the difference in the expression of PROKR1 and PROKR2 is mainly linked 

to the H-form, which is localized in the secreted vesicles and present at the plasma membrane 

domain.  

In addition, the detected H- and I-forms are not the result of artefacts that may result from 

exogenous overexpression since the polyclonal antibodies raised against endogenous PROKR1 

or PROKR2 gave similar electrophoretic patterns (Fig. 1E and F). These results were 

confirmed with the Image-J quantification showing an ~1.5 times increase in PROKR1 or 

PROKR2 expression in transfected BHK-21 cells compared to non-transfected ones (Fig. 1G).  

Cellular localization of PROKR1 and PROKR2 

Although the two receptors belong to the same family of GPCRs, thus sharing the same 

structural topology, and despite having 85% identity, the weak expression, particularly the H-

form of PROKR2 compared to PROKR1, might result from a cellular miss-localization. To 

verify this hypothesis, we undertook cell localization and colocalization studies. Using 

immunofluorescence cell imaging, we analyzed the distribution of HA-tagged PROKR1 or 
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PROKR2 in BHK-21 and COS-7 cells (Fig. 2). In permeabilized BHK cells, the anti-HA 

antibody showed that PROKR1 receptor was expressed at the cellular membrane surface as 

well as in the cytoplasm, particularly in a perinuclear region (Fig. 2A), that corresponds to the 

ER compartment, based on calnexin (CNX, an ER resident protein) staining and colocalization 

analyses (Fig. 2B, PROKR1). In contrast, PROKR2 receptor was abundantly expressed in the 

cytoplasm with a very weak expression at the cell surface (Fig. 2A). The cytoplasmic 

localization was mainly found in the ER compartment as showed by HA/CNX colocalization 

staining (Fig. 2B, PROKR2). Similar results were obtained in COS-7 cells transiently 

expressing HA-tagged PROKR1 or PROKR2 (Fig. 2A). In both cell lines, no nuclear staining 

was observed (Fig. 2A and B). These data are in support of the immunoblotting results and 

strongly suggested that PROKR1 and PROKR2 biosynthesis, trafficking or degradation might 

be different.  

Cell surface delivery of PROKR1 and PROKR2 is preserved 

To confirm that the H-form of PROKR1 and PROKR2 have transited through the Golgi and 

possibly beyond, cell surface biotinylation and functional assays were performed in BHK cells. 

The plasma membrane targeting and insertion of PROKR1 and PROKR2 H-forms were 

confirmed by biotinylation assay and immunoblotting, using anti-HA antibody (Fig. 2C). The 

densitometric analysis revealed that, compared to PROKR1, only ~54% of the biotinylated 

PROKR2 is detected at the plasma membrane (Fig. 2D), confirming the immunoblot results 

(Fig. 1A and 1B).  

Since the ligand, PROK1 is able to activate PROKR1 and PROK2 in a nanomolar scale, we 

used the functional test IP1, which is based on the measurement of the production of myo-

inositol monophosphate (IP1) upon ligand binding (see methods section).  

It is important to note that the test is inversely proportional to the ligand activity. The lower the 

fluorescence ratio, the higher the activation. Based on the results reported in figure 2E, PROK1 

activates PROKR1 and PROKR2 in at the nanomolar scale. However, PROKR1 exhibited 

higher effective concentration to PROK1~44%  1.3 compared to PROKR2, supporting the 

immunoblot and cell surface biotinylation results. To validate these results, we determined the 

production of IP1 in the presence of PROKR1 and PROKR2 antagonist, PKRA505. Following 

treatment with PROK1 (25 nM), we compared PKRA505 inhibition of the PROK1-mediated 

activation in BHK-PROKR1 or BHK-PROKR2 (Figure S1). Albeit at different degree of 

inhibition,  PKRA505 inhibited the activation of both receptors, confirming that PROKR1 and 

PROKR2 are not only delivered to plasma membrane but they are functional. The correlated 

decrease in the size of the complex-glycosylated H-form and the biotinylated pools of the 

PROKR2 suggests that the plasma membrane targeting is preserved.  

Because, the decrease in stability of the PROKR2 transcripts, its defective post-translational 

folding, and its accelerated degradation, or a combination of all these processes, could explain 

the abrupt reduction in the levels of expression of the PROKR2 complex-glycosylated form, 

we performed more experiments to determine which of these steps is incriminated. 

At the transcriptional level, we quantified the mRNA copy number of PROKR1 or PROKR2 

stably expressed in BHK cells using quantitative PCR (qPCR). Our results clearly demonstrate 

that the copy number of both receptors is similar (Fig. 3A), suggesting the involvement of a 

post-transcriptional regulation. The rates of the biosynthesis of PROKR1 and PROKR2 were 
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determined by the quantification of the newly synthesized proteins, subsequent to 24h inhibition 

of protein synthesis using 100 µg/ml of cycloheximide (CHX). The results showed that the 

biosynthesis rate of PROKR2 was not reduced compared to that of PROKR1 (data not shown). 

The folding efficiency of PROKR2 was also assessed by determining the rate of conversion of 

the I-form (~46 kDa) compared to the complex-glycosylated H-form (~59-61 kDa). The 

processing efficiencies of stably expressed PROKR2 reached ~80%, similar to those of 

PROKR1 (Fig. 3 B and C). 

Based on these results that shows normal transcription, rate of biosynthesis, and folding 

efficiency, we propose that the decreased steady-state level of PROKR2 might be due to the 

stability of its H-complex-glycosylated form. To test this hypothesis, the turnover of PROKR1 

(Fig. 3B) and PROKR2 (Fig. 3C) was assessed using CHX treatment at indicated times. 

As we anticipated, we observed that the half-life (t1⁄2) of the stably expressed PROKR2 H-form 

was reduced by ~2.6 fold (t1⁄2 ~1.5h), compared to the half-life of PROKR1 (t1⁄2 ~3h30) (Fig. 

3D and 3E). 

Similar difference was observed for PROKR2 I-form where the half-life was reduced by ~1.5 

fold (t1⁄2 ~70 min) compared to PROKR1 (t1⁄2 ~1.5) (Fig. 3D and E). The accelerated turnover 

of the H-form of PROKR2 in the stable expression system provides a plausible explanation for 

the reduction in its steady state level, and for the decrease in the IP1 activity of PROKR2-BHK 

cells (Fig. 2C and E). The molecular mechanism underlying the stabilization of PROKR2 

remains to be resolved.  

Because the difference between the two receptors is mainly found in their N- and C-terminal 

parts, we hypothesized that this may confer the differential stability observed for PROKR1 and 

PROKR2 through several mechanisms or a combination thereof. For example, C- and/or N-

terminal organization for PROKR2 could facilitate lysosomal degradation by exposing different 

or further endo-lysosomal sorting motifs, or may contribute to lower efficient recycling rate 

from the endosomal compartment back to the cell surface.  

We demonstrated that neither the translational rate, nor the biosynthetic maturation or the 

plasma membrane targeting of the PROKR2 were significantly different compared to PROKR1. 

We propose that the destabilization of the mature H-form occurring at latter stages of PROKR2 

biosynthesis and endocytosis may depend on its intrinsic properties of PROKR2. 

Contribution of endolysosomal proteases to the turnover of PROKR1 and PROKR2 

Because of the established mechanism of internalization of GPCRs, involving clathrin- and/or 

β-arrestin pathways [29], and their proteolysis in the vacuolar/lysosomal compartments [7], we 

hypothesized that PROKR2 may be targeted to premature endolysosomal proteolysis. To test 

this hypothesis, we measured the disposal rate of PROKR1 and PROKR2 H- and I-forms in the 

presence of lysosomal (chloroquin or NH4Cl) protease inhibitors (Fig. 4). The degradation rate 

was decreased upon exposing the cells to NH4Cl or chloroquin, two agents known to inhibit 

endolysosomal proteolysis by dissipating the acidic luminal pH (Fig. 4A and C). Both 

PROKR1 and PROKR2 H- and I-forms were stabilized with a more significant effect with 

NH4Cl compared to chloroquin (Fig. 4B and D). Similarly, leupeptin and pepstatin A, 

inhibitors of cathepsins B, H, L, N, S, and T [30], and PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 

a serine protease inhibitor, had significant effects on the degradation rate of H- and I-form of 
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PROKR1 and PROKR2 (Data not show). The effect of the lysosomal inhibitors was more 

efficient on the degradation of PROKR1 I-form and PROKR2 H-form (Fig. 4A-B). These 

observations are in support of the difference in the stability of H-form between PROKR2 and 

PROKR1 (Fig. 3). 

CHX treatment analysis has revealed that NH4Cl and chloroquin (Fig. 4) mitigated the disposal 

of the PROKR1 and PROKR2 H-form. To further explore the role of the lysosome in the 

PROKR1 and PROKR2 degradation, a subcellular fractionation was performed after the 

enrichment of short-lived proteolytic intermediates that were difficult to detect upon cell 

treatment with cathepsin inhibitors. Heavy and light microsomes, containing predominantly 

lysosomes and Golgi complex, plasma membrane and endosomes, respectively, were isolated 

on Percoll density gradient (Fig. 4 E). Only a modest accumulation of PROKR2 in the lysosome 

fraction, compared to PROKR1 could be observed on the immunoblot analysis (Fig. 4F). 

Compared to PROKR1 that was highly detected in the lysosomal fraction, PROKR2 and its 

intermediate fragments of degradation (25-35 kDa) did not accumulate in this compartment, 

confirming the high susceptibility of PROKR2 to lysosomal-mediated degradation. 

Considering the absence of the ER processing of the core-glycosylated form upon cathepsin 

treatment [23], our results suggest that endolysosomal proteases are essential for the elimination 

of PROKR1 and PROKR2 H- and I-forms.  

Proteasome-dependent Degradation of PROKR1 and PROKR2 

The 26S proteasome is responsible for the degradation of misfolded polypeptides recognized 

by the ER quality control, short-lived cytosolic and some plasma membrane proteins after their 

ligand-induced internalization [31, 32]. To reveal the involvement of the 26S proteasome in the 

metabolism of the PROKR1 and PROKR2, the impact of the peptide aldehyde, MG 132 (CBZ-

leu-leu-leucinal), and lactacystin (Lac), a specific, irreversible inhibitor of the 20S subunit [33] 

was assessed. For PROKR1, the disappearance of both I- and H-forms was not affected, neither 

by MG132 nor by lactacystin (Fig. 5A and C). However, only the degradation of PROKR2 H-

form was inhibited by 2- and 2.5-fold by lactacystin and MG132, respectively (Figs. 5B and 

D). Lactacystin exerted a less pronounced effect (Fig. 4 B). 

Turnover of Cell Surface Resident PROKR1 and PROKR2 

The difference between the half-lives of PROKR1 and PROKR2 H-forms might be the 

consequence of a rapid degradation of the plasma membrane resident fraction. To determine 

the residence time of PROKR1 and PROKR2 H-form at the cell surface, the turnover of 

biotinylated PROKRs was measured using cell surface biotinylation, in the presence of 

cycloheximide. We demonstrated that the half-life of the biotinylated PROKR2 was twofold 

shorter (t1/2 ~1.5 h) than the PROKR1 (t1/2 ~ 3.5 h), Fig. 6A, B and C, confirming immunoblot 

results and demonstrating that at the plasma membrane PROKR2 H-form is less stable. 

PROKR2 intrinsic properties destabilize its H-form at the plasma membrane  

Our results provide the first direct evidence that the biochemical half-life of the PROKR2 is 2-

fold shorter than its PROKR1 counterpart at 37°C, suggesting that structural differences may 

persist between PROKR1 and PROKR2 at the plasma membrane.  

To compare the conformational stability of PROKR1 and PROKR2 H- and I-forms, we 

performed the following assays: in situ protease susceptibility, in vitro thermostability, and 
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thermoaggregation. The conformation of the cytosolic domains was probed with limited 

proteolytic digestion in conjunction with immunoblotting. This method was implemented to 

reveal conformational difference between the PROKR1 and PROKR2 [23]. Intact microsomes 

were isolated by differential centrifugation from BHK cells enriched with PROKR1 or 

PROKR2 by cyclohexamide treatment, and subjected to limited proteolysis in the presence of 

an increasing concentration of trypsin. Immunoblot analysis of the proteolytic fragments using 

the anti-HA antibody demonstrated a distinct proteolytic digestion pattern between PROKR1 

and PROKR2 , and a moderate but reproducible increased protease sensitivity of PROKR2 

compared with PROKR1 (Fig. 7A). These results indicate that the conformation of PROKR2 

was altered. We then performed a thermoaggregation assay. SDS-solubilized cell lysates, 

obtained from BHK cells expressing PROKR1 or PROKR2 were heat-denatured at 

temperatures ranging from 37 °C to 100 °C. Insoluble aggregates were eliminated by 

centrifugation and monomeric PROKR1 or PROKR2 remaining in the supernatant were 

quantified by immunoblotting. The thermostability of solubilized receptors was assessed by 

determining the aggregation temperature (Ta) at which 50% of monomeric PROKRs are 

converted into SDS-resistant aggregates (Fig. 7B and C). The Ta for PROKR1 was observed 

at ~80°C with a maximal effect at ~100°C (Fig. 7B). However, none of the tested temperatures 

(from 40 to 100°C) affected the electrophoretic profiles of PROKR2 (Fig. 7C).  

Finally, no significant difference between the thermoaggregation tendency of PROKR1 and 

PROKR2 was observed when heat-denaturation was performed in LSB supplemented with 8 

M urea (Fig. 7B and C), suggesting that the denaturation by urea of residual structural elements, 

prevailing in SDS micelles, abolished the differences in the thermostability of PROKRs. 

If the H- and I-forms of PROKR2 were unstable at the conformational level, then their 

thermostability would be compromised in vitro. We compared the temperature dependent 

turnover of the PROKR1 and PROKR2 complex-glycosylated forms using cycloheximide 

chase experiments. Fig. 8B and D show that the remaining PROKR2 I-form at 8h was ~2% at 

40°C compared to ~7% at 37°C. Similar decrease was observed for the H-form with a 

significant decrease from ~9% at 37°C to 3% at 40°C (Fig. 8B and D).  

In contrast, the remaining H-form of PROKR1 was weakly affected at 40°C (~17% at 40°C vs. 

15% at 37°C) (Fig. 8A and C). Significant decrease of the remaining I-form, however, was 

observed at 42°C (~9%) compared to 37°C (~16%) (Fig. 8A and C). For PROKR1 H-form, 

the 40°C treatment did not modify the remaining fraction at 8h, compared to 37°C (Fig. 8A 

and C). At 26°C, the remaining PROKR1/PROKR2 I- and H-forms showed increased and 

significant stabilization compared to 37°C (Fig. 8A-D), suggesting the slowdown in the 

degradation of both receptors. 

Altogether, the conformational stability results propose that PROKR2, unlike PROKR1, 

presents a deficient folding level, which makes it more sensitive to proteases. 

Discussion 

PROKR1 and PROKR2 share 85% homology, with most sequence variations located in the N- 

and C-terminal tail, as well as in the second intracellular loop [8]. We and other showed 

differential expression and regulation patterns between PROKR1 and PROKR2 [34], which 

may result from transcriptional, translational, and/or post-translational regulations. To 

overcome the transcriptional route, we cloned both cDNA in a recombinant plasmid under the 
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pCMV promoter. The expression pattern showed two characteristic bands corresponding to the 

complex (H) and core (I)-glycosylated forms as confirmed by the glycosidase results that were 

in line of what has previously been reported [35]. Importantly, those experiments revealed the 

presence of O-glycosylation (OG) processes for PROKR1 and not for PROKR2, supporting the 

primary sequence analysis showing the presence of two OG sites in PROKR1 that were absent 

from PROKR2 sequence [10]. Moreover, both receptors were functional and responded to the 

ligand in dose-dependent-manner and their activities were inhibited using PKRA505 (Fig. S1). 

Other processes, such as cell migration and proliferation known to be regulated by PROKs, 

have been also validated in our cellular model (Fig. S2 and S3).  

Importantly, we observed a degradation intermediate-fragment (28-37 kDa) in the PROKR2 

immunoblots that were present even at the steady state level. This funding suggests a higher 

sensitivity of this receptor to degradation. The higher sensitivity of PROKR2 to the degradation 

was substantiated from the lower level’s of expression of the total and cell surface biotinylated 

H-form, observed for PROKR2 compared to PROKR1 (two fold decrease). Our results are in 

line with a previous study that reported a half live of t1/2 ~90min for PROKR2 [36].  

Our study is the first to compare concomitantly the post-translational fate of PROKR1 and 

PROKR2. Using cycloheximide chase, we observed that PROKR1 is two-times more stable at 

the plasma membrane (t1/2 ~3h30) than PROKR2. The difference in the half-life was not the 

consequence of the cell type, nor the mode of transfection or the plasmid used, since similar 

results were obtained using the COS-7 cell line that were transiently transfected with the 

pCDN3.1 plasmid. This further confirmed that the reduction in PROKR2 expression compared 

to PROKR1 is rather intrinsic to the protein properties. A similar difference was observed in 

astrocyte cells when comparing endogenous expression of both receptors [37]. However, in 

these cells, both PROKR2 mRNA and protein levels were decreased compared to PROKR1, 

suggesting that, in addition to its regulation at the protein level, PROKR2 might also be  

regulated at the mRNA level in these cells [19, 37, 38].  

Immunolocalization and colocalization assays were also in support of the immunoblot data and 

confirmed that the expression of PROKR1 at the plasma membrane was higher compared to 

that of PROKR2. The later was mostly localized in an ER compartment as demonstrated by 

CNX colocalization. These results are also in line with data reported in astrocyte cells [37].  

The decrease in the half-life of PROKR2 compared to PROKR1 is not the consequence of its 

RNA instability, nor a defect in its protein trafficking or plasma membrane delivery, but likely 

results from a rapid disposal using a lysosomal-dependent pathway. The involvement of the 

lysosomal pathway was supported by the effects of the protease inhibitors and by the subcellular 

fractionation results. The lysosomal fraction contains two types of lysosomes that are involved 

in the recycling of various substrates, such as receptors, and in the dismantling processes [39]. 

PROKR1 was highly expressed in the lysosomal enriched fraction compared to PROKR2, 

however the immunofluorescence colocalization with Lamp1 protein, a dismantling lysosome 

membrane resident glycoprotein [39], did not show colocalization with Lamp 1, supporting the 

notion that PROKR1 should mostly be localized to the recycling lysosomes (Fig. S5).These 

results, suggest the existence of different recycling processes for PROKR1 and PROKR2 that 

may be in favor of a rapid lysosomal disposal of the PROKR2 H-form. Our hypothesis is 

supported by the strong colocalization of PROKR2 with Lamp1 protein (Fig. S5).  
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PROKR2 disposal was slightly inhibited with the specific proteasome inhibitor, lactacystin 

[33], suggesting the involvement of the proteasome in its degradation. Similarly, PROKR2 was 

reported to be degraded via the ERAD rather than the lysosomal pathway [36]. In our 

experiments, the H-form was transported out of the ER as shown by immunoblot, 

immunofluorescence and cell surface biotinylation, suggesting that a post-Golgi ERAD might 

be occurring for non-properly folded H-from. Similar observations have been reported for other 

transmembrane proteins [23].  

We did not observed any ubiquinylation of PROKR1 or PROKR2; even if this process has been 

described in HEK-cells for PROKR2 [36]. The observed ubiquitination may correspond to the 

endocytosis signal known to be associated with either the recycling or degradation observed for 

other GPCR and transmembrane proteins [40]. Lysosomes and proteasomes have been reported 

to be involved in the constitutive and ligand-induced disposal of plasma membrane proteins, 

including GPCRs [40]. The mechanism by which these substrates are recognized by the 

proteasome remains unknown.  

Finally, one can speculate that the destabilization of the structure of PROKR2 may affect its 

folding process, which will increase the proportion of nonnative molecules, known to be more 

susceptible to proteolysis. 

Evidence suggests that nonnative states of soluble and membrane polypeptides induced by 

mutations, thermal or chemical denaturation can lead to accelerated degradation [23, 31]; a 

paradigm that may apply to the degradation of nonnative GPCRs, such as PROKR1 and 

PROKR2. Based on the enhanced protease susceptibility, thermoaggregation assay, and the 

decreased in vitro thermostability of PROKR1 and PROKR2, we speculate structural 

destabilization of the native form of PROKR2 may be induced by disrupted interaction of its 

intra and inter-domains.  

In conclusion, we presented compelling evidence indicating that the decrease in the levels of 

expression and time of residence of PROKR2 H-form compared to PROKR1 may account for 

the differential expression and activation of the two receptors when considering different cells 

and/or tissues. We showed that the degree of folding of both receptors might explain the 

observed differences. The N- and C-terminal tails may confer the stability to the mature 

PROKRs by several mechanisms or a combination thereof that still needs to be investigated. 
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Figures Legend 

Figure 1: steady state expression and glycosylation profile of PROKR1 and PROKR2.  

(A, B) PROKR1 and PROKR2 expression in cell lysate (30 µg) prepared from stably and 

transient transfected BHK-21 and COS-7 cells, respectively, was assessed by immunoblotting 

using the monoclonal anti-HA antibody (mAb). BHK-21 lane contains a lysate of the parental 

cells. The white and gray arrowheads indicate the highly (H, ~59-61 kDa) and the 

intermediate (I, ~46 kDa) glycosylated form, respectively. Expression of β-actin, used as load 

control, was monitored with anti- β-actin mAb.  

(C) Glycosidase sensitivity of H- and I-glycosylated PROKR1 and PROKR2. Cell lysates 

were incubated in the presence or absence of endoglycosidase H (H), peptide-N-glycosidase F 

(F), and O-glycosidase (O) for 3 h at 37°C. Polypeptides were separated by SDS-PAGE and 

probed by the anti-HA mAb. H- and I-, and deglycosylated proteins are indicated by white 

and gray arrowheads, respectively. 

(D, G) The level of expression of PROKR1 and PROKR2 at ER (I-form) and post-ER (H-

form) compartments was determined by densitometry using Image j. Data represent means 

SEM ± (n=3), and are expressed  as a mean gray value in an arbitrary unit (A.U). 

(E, F) PROKR1 and PROKR2 expression in cell lysates (30 µg) prepared from stably 

transfected BHK-21 cells was assessed by immunoblotting using the rabbit polyclonal anti-

PROKR1 (E) and anti-PROKR2 (F) Ab. The white and gray arrowheads indicate the highly 

(H, ~61 kDa) and the intermediate (I, ~46 kDa) glycosylated form, respectively. Expression 

of β-actin, used as load control, was monitored with anti- β-actin mAb. 

 

Figure 2: Cellular localization and cell surface expression of PROKR1 and PROKR2.  

(A) PROKR1 or PROKR2 bearing a C-terminal influenza HA stably or transiently expressed 

in BHK or COS-7 cells, respectively, was visualized by immunostaining with anti-HA mAb 

and fluorescein-conjugated anti-mouse secondary antibody. Photographs were taken on a 

Zeiss Axiovert 100 inverted fluorescence microscope, using a Planachromat 63x/1.4 

objective. For comparison, immunostaining of parental BHKand COS-7 is shown. 

(B) Co-immunofluorescence localization of PROKR1 or PROKR2 with the ER-resident 

protein; calnexin (CNX) was performed as described in (A). Monoclonal anti-CNX Ab was 

used for endogenous CNX detection in BHK cells. Merge corresponds to the superposition of 

green (PROKRs) and red color (CNX). The yellow color indicates the presence of co-

localization. 

(C) Cell surface targeting of PROKR1 and PROKR2. Plasma membrane proteins biotinylated 

with 1 mg/ml sulfo-NHS-SSbiotin for 60 min at 37°C were isolated by immunoprecipitation 

using Streptavidin-Sepharose. 10% of the immunoprecipitate was directly loaded. The sulfo- 

NHS-SS-biotin remains membrane impermeant during the labeling, indicated by the lack of 

biotinylated I-glycosylated forms. White and gray arrowheads indicate H- and I-glycosylated 

PROKRs, respectively. 

(D) The expression level of PROKR1 and PROKR2 at ER (I-form), post-ER (H-form), and 

cell surface was determined by densitometry using Image j. Data represent means SEM ± 

(n=3), and are expressed as the percentage of the remaining H-form, non- and biotinylated 

PROKR1 designated as 100%.  
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(F) Different concentrations of PROK1 were used to stimulate the activity of PROKR1 or 

PROKR2 stably expressed in BHK cells. 96-well plates were used to seed cells for 24h and 

treat them for 1h30 at 37°C. The activity of PROKRs was evaluated by measuring the 

accumulation of inositol monophosphate (IP1), a metabolite produced following 

phospholipase C activation and used as a proxy of Gq activation, using IP-one assy. The ratio 

of absorbance 665/620 nm emissions was calculated after excitation at 326 nm.  

The curve corresponding to the activity was plotted of Ratio 665/620 vs decimal logarithmic 

of PROK1 concentration.  

 

Figure 3: Transcriptional expression and degradation profile of PROKR1 and PROKR2 

(A) The copy number of PRORK1 and PROKR2 mRNAs were quantified by real-time RT-

PCR, normalized to the 18S rRNA levels. Data are expressed as mean ± SE (n = 3). ns; 

nonspecific.  

(B, C) The in vitro stability of PROKR1 (B) and PROKR2 (C) was monitored in the presence 

of cycloheximide (CHX, 100 µg/ml). Subsequent to the indicated chase, cells were 

solubilized and equal amounts of protein (30 µg) were immunoblotted with anti-HA mAb. 

White and gray arrowheads indicate H- and I-glycosylated PROKRs, respectively. 

(D, E) Determination of the half-lives of PROKR1 and PROKR2 H- and I-forms using Image 

J quantification from of immunoblots shown in (B) and (C). Data are expressed as a percent 

of initial value (0 h). 

Figure 4: The role of lysosomal proteases in the metabolism of PROKR1 and PROKR2 

(A, C) BHK cells stably expressing PROKR1 or POKR2 were chased in the presence of CHX 

(100 µg/ml) for the indicated time. In parallel, similar experiment has been performed in the 

presence of NH4Cl (15 mM), or chloroquine (10 µM). Following the treatment, the cell 

extract has been immunoblotted and PROKR1 and PROKR2 detected as described in Figure 

1. 

(B, D) The remaining H- and I- forms of PROKR1 and PROKR2 after 8h of chase was 

quantified by densitometry analysis using Image J. Data are expressed as percentages of the 

initial complex-H- or I-form at 8 h of chase. Mean ± S.E. (n= 3). 

(E) Separation of subcellular organelles on Percoll density gradient. Postnuclear supernatants 

of PROKR1 and PROKR2-expressing BHK cells were fractionated on a 25% Percoll density 

gradient as described in Materials and Methods. Organellar distribution was established by the 

activity of specific marker enzymes (plasma membrane, alkaline phosphatase [A P]; Golgi, 

mannosidase II [Mann II]; lysosomes, β-glucuronidase [β-gluc], and endoplasmique 

reticulum, α-glucosidase [α-gluc] as described previously (Benharouga et al., 2001). 

(F) Microsomes prepared from PROKR1 and PROKR2-expressing BHK cells were isolated 

on Percoll density gradient, and fractions 3–13 and 16–21, comprising the majority of 

endoplasmic reticulum RE) and lysosomes (Ly), respectively, were pooled. Equal amounts 

(50 µg) of protein were loaded and probed with anti-HA mAb using ECL. Lys correspond to 

10% of the homogenate, before fractionation. White and gray arrowheads indicate H- and I-

glycosylated PROKRs, respectively. 
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Figure 5: The role of proteasome in the degradation of PROKR1 and PROKR2 

(A, B) In vitro stability of PROKR1 or POKR2 stably expressed in BHK cells was monitored 

in the presence of cycloheximide (CHX, 100 μg/ml) and lactacystin (Lac, 10 μM) or MG132 

(MG, 10 μM). Following extraction, PROKR1 or PROKR2 was immunoblotted with anti-HA 

mAb and detected using ECL. White and gray arrowhead correspond to the H- and I-forms. 

Expression of beta (β)-actin was monitored with anti-β-actin mAb.  

(C, D). Remaining H- and I-forms of PROKR1 and PROKR2 was evaluated using 

densitometry analysis of immunoblots. Data are expressed as percentages of the initial 

complex-glycosylated H- or I-form at 8 h of chase. Mean ± S.E. (n= 3). 

 

Figure 6: Residence time of cell surface biotinylated PROKR1 and PROKR2 

(A, C) After cycloheximide chase for the indicated time, cell surface resident proteins were 

biotinylated as described I, Figure 2C. Biotinylated proteins were isolated by 

immunoprecipitation using Streptavidin-Sepharose. The sulfo- NHS-SS-biotin remains 

membrane impermeant during the labeling, indicated by the lack of biotinylated I-

glycosylated forms. White arrowhead indicate H-glycosylated PROKRs. 

(C) Determination of the half-lives of plasma membrane resident PROKR1 and PROKR2 H-

form by densitometry using Image J quantification. Data are expressed as a percent of initial 

value (0 h). Mean ± S.E. (n= 3). 

 

Figure 7: In situ protease susceptibility and thermoaggregation of PROKR1 and 

PROKR2 

(A) Microsomes isolated using hypotonic buffer, were subjected to limited proteolysis at the 

indicated concentrations of trypsin for 15 min at 4 °C. Samples were immunoblotted with the 

anti-HA mAbs and visualized with ECL.  

(B) PROKR1 and PROKR2-expressing cells were solubilized in 2× Laemmli sample buffer 

(LSB), and samples were incubated at the indicated temperature for 5 min. Aggregates were 

sedimented, and PROKR1 or PROKR2 remaining in the supernatant were visualized as 

indicated in Figure 5A. Where indicated, heat denaturation was performed in 2×LSB 

supplemented with 8M urea. 

 

Figure 8: In vitro thermostability of the H- and I-forms of PROKR1 and PROKR2 

(A, B) Temperature-dependent degradation of the H- and I-forms of PROKR1 and PROKR2 

using cyloheximide chase for du indicated time and temperature (26° and 40°C). Samples 

were immunoblotted with the anti-HA mAbs and visualized with ECL.   

(C, D) Remaining H- and I-forms of PROKR1 and PROKR2 was evaluated using 

densitometry analysis of immunoblots. Data are expressed as percentages of the initial 

complex-glycosylated H- or I-form at 8 h of chase. Mean ± S.E. (n= 3). 
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Supplementary figures 

Figure S1: Antagonization of PROK1 effect using PKRA505  

Different concentrations of PKRA505, a specific antagonist of PROKR2 receptor, were used 

to inhibit the activity of PROKR1 or PROKR2 in the presence of 25 nM of PROK1. 

96-well plates were used to seed cells for 24h and treat them for 1h30 at 37°C with the 

indicated concertation. The activity of PROKRs was evaluated by measuring the 

accumulation of inositol monophosphate (IP1), a metabolite produced following 

phospholipase C activation and used as a proxy of Gq activation, using IP-one assy. The ratio 

of absorbance 665/620 nm emissions was calculated after excitation at 326 nm. The curve 

corresponding to the activity was plotted of Ratio 665/620 vs decimal logarithmic of 

PKRA505 concentration. 

 

Figure S2: PROKR1, but not PROKR2, is involved in cell migration  

(A) Representative photographs of migration of BHK cells expressing PROKR1 or PROKR2.  

Parental BHK were used as a control. Photographs were taken at 0 and 24h. Migration was 

assessed in the absence and presence of 25nM of PROK1. 

(B) Percentage of wound closure BHK cells in the presence and absence of 25nM of 

PROK1for the indicated time. Data are expressed as mean ± SE (n=4). Values with an asterisk 

are significantly different from the corresponding control (P < 0.05). 

 

Figure S3: PROKR1, but not PROKR2, affect BHK cells proliferation in the presence of 

PROK1 

Proliferation of BHK cells stably expressing PROKR1 or PROKR2 in the presence or absence 

of 25 nM of PROK1 are reported as an arbitrary unit (A.U) of the DAPI fluorescent positive 

cells. Data are expressed as mean ± SE (n=4). Values with an asterisk are significantly 

different from the corresponding control (P < 0.05). 

 

 

Figure S4: Cellular co-localization of Lamp1 with PROKR1 and PROKR2 

Co-immunofluorescence localization of PROKR1 or PROKR2 with the lysosome-resident 

protein; Lamp1 was performed as described in Figure 2B. Monoclonal anti-Lamp1 Ab was 

used for endogenous Lamp1 detection in BHK cells. Merge corresponds to the superposition 

of green (PROKRs) and red color (Lamp1). The yellow color indicates the presence of co-

localization. 

Photographs were taken on a Zeiss Axiovert 100 inverted fluorescence microscope, using a 

Planachromat 63x/1.4 objective.  
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Discussion 

Plusieurs groupes, y compris le nôtre, ont rapporté des modèles d'expression et de régulation 

différentiels entre PROKR1 et PROKR2, et ont supposé qu’ils résultaient de régulation 

transcriptionnelle, traductionnelle et/ou post-traductionnelle. Dans cette étude nous nous 

sommes intéressés à la caractérisation moléculaire et cellulaire de ces récepteurs en ne ciblant 

que les processus post-traductionnels. 

✓ Pour s’affranchir de la régulation transcriptionnelle, nous avons cloné les deux 

ADNc codants pour PROKR1 et PROKR2 dans un plasmide recombinant sous 

promoteur pCMV (promoteur viral).  

✓ Le modèle d'expression a montré deux bandes correspondantes aux formes de 

glycosylation suivantes : complexes (H) et intermédiaire (I). 

✓ Nous avons démontré que PROKR1 et PROKR2 subissent une N-glycosylation. La 

O-glycosylation serait propre à PROKR1. Ceci s’explique par la présence des sites 

de N-glycosylation au niveau de la partie extracellulaire des deux récepteurs, alors 

que seul PROKR1 possède les sites de la O-glycosylation.  

✓ Les résultats obtenus ont été validés dans une  lignée cellulaire  différente 

représentée par les COS-7 et en utilisant un plasmide d’expression transitoire : le  

pcDNA3.1. 

✓ Dans notre système, les deux récepteurs étaient fonctionnels et répondaient au 

ligand de manière dose-dépendante. L'activité médiée par ces récepteurs était 

inhibée en présence de PKRA505, un antagoniste de PROKR1 et PROKR2.  

✓ Le niveau d’expression de PROKR2 était 50% plus faible que celui de PROKR1, 

qui s’expliquerait par une instabilité membranaire de PROKR2. 

✓ PROKR1 serait deux fois plus stable à la membrane plasmique (t1/2 ~3h30) que 

PROKR2 (t1/2~1,5h). 

✓ La sensibilité de PROKR2 à la dégradation a également été mise en évidence pour 

la forme résidente à la membrane, confirmant que la baisse d’expression de 

PROKR2 par rapport à PROKR1 serait intrinsèque à la protéine.  

✓ L’immunolocalisation a confirmé que l'expression de PROKR2 au niveau de la 

membrane plasmique est plus faible comparée à celle de PROKR1. 

✓ La diminution de la demi-vie de PROKR2 par rapport à PROKR1 ne serait pas la 

conséquence d'une instabilité de son ARNm, ni d'un défaut de trafic de la protéine 

ou de son insertion à la membrane plasmique, mais résulterait d'une élimination 

plus rapide par une voie dépendante du lysosome. 
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✓ Enfin, la déstabilisation de la structure de PROKR2 pourrait affecter son 

processus de repliement, ce qui augmenterait la proportion de molécules non 

natives, susceptibles d'être protéolysées. 

✓ Sur la base de la sensibilité à la trypsine, du test de thermo-agrégation et de la 

diminution de la thermostabilité in vitro de PROKR1 et PROKR2, nous avons 

conclu que la déstabilisation structurelle de la forme native de PROKR2 serait 

induite par la perturbation des interactions inter et intra-domaines.  

Conclusions 

 Dans ce travail, nous avons amené des preuves convaincantes indiquant que : 

➢ La diminution des niveaux d'expression et du temps de résidence de la forme H 

de PROKR2 par rapport à PROKR1, pourraient expliquer la différence 

d'expression à la membrane et d'activation des deux récepteurs dans différents 

tissus.  

➢ Le degré de repliement des deux récepteurs pourrait être à l'origine des 

différences observées.  

Perspectives 

➢ Les queues N- et C-terminales pourraient conférer de la stabilité aux PROKRs 

matures via plusieurs mécanismes ou une combinaison de ceux-ci qui restent à 

caractériser. 

➢ L’oligomérisation pourrait constituer un processus important dans la stabilisation 

des PROKRs au niveau de la membrane. 

➢ Les ligands PROK1 et PROK2 pourraient également jouer un rôle dans la stabilité 

membranaire des deux récepteurs. 
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Introduction 

La famille des prokinéticines est composée de quatre membres : 2 ligands (PROK1 et PROK2) 

et 2 récepteurs (PROKR1 et PROKR2). Ces derniers font partie de la famille des RCPGs et 

possèdent 87% d’identité1. Leurs différences sont principalement localisées au niveau des 

parties N-ter et C-ter. Les parties N-ter des deux récepteurs possèdent uniquement 63% 

d’identité. PROKR1 possèdent 9 acides aminés de plus sur l’extrémité N-ter par rapport à 

PROKR2. Les parties C-ter quant à elles possèdent 76% d’identités (Tableau 1). 

 

Domaine du récepteur Identité  Similarité 

N-ter 63% 74% 

TMS 92% 94% 

ICLs 91% 94% 

ECLs 96% 96% 

C-ter 76% 88% 

Total 87% 92% 

 

Tableau 1 : Identité et similarité des différents domaines de PROKR1 et PROKR2 

Les pourcentages d’identités et de similarités ont été définis par Protein Blast (NCBI) 

 

Les parties N-ter et C-ter permettent aux RCPGs d’interagir avec plusieurs protéines 

directement impliquées dans la médiation de la réponse physiologique finale. En effet, la partie 

N-ter est impliquée dans la liaison du ligand à son récepteur2,3. Chez les PROKRs, et selon le 

modèle à deux sites développé chez les chimiokines, la partie N-ter semble déterminante dans 

la première phase de reconnaissance du ligand2. De plus, elle permet la discrimination entre les 

ligands PROK1 et PROK2β4,5. La partie C-ter, est plus impliquée dans l’interaction des RCPGs 

avec les différents partenaires de signalisation comme les protéines G ou la β-arrestine. Ces 

protéines sont essentielles à la signalisation intracellulaire et dans les processus 

d’internalisation. Chez les récepteurs aux prokinéticines, des mutations identifiées dans le 

syndrome de Kallmann impactent le repliement des PROKRs et empêchent soit la fixation du 

ligand (mutations en N-ter) soit la signalisation intracellulaire (mutations en C-ter)6. Par 

ailleurs, ces extrémités semblent porter plusieurs motifs impliqués dans le trafic du récepteur 

vers la membrane plasmique7. Cependant, peu de données sont disponibles quant aux rôles de 

ces motifs dans l’activation, le trafic intracellulaire et la stabilité membranaire. Par ailleurs, ces 

extrémités sont également impliquées dans le processus de l’oligomérisation des RCPGs, 

influençant ainsi la signalisation et l’adressage de ces protéines8,9.  
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Pour les PROKRs, le rôle des parties N et C-ter dans ce processus est peu connu. Une homo-

dimérisation de PROKR2 a été mise en évidence par une interaction de type échange de 

domaines mettant en jeu les TM5 et 4 et pas les extrémités N-ter et C-ter10. Dans une récente 

étude, nous avons démontré que malgré une forte identité (plus de 87% entre PROKR1 et 

PROKR2), il existe une différence d’expression post-traductionnelle de ces récepteurs. Cette 

différence est associée à une instabilité membranaire du PROKR2 qui est rapidement dégradé 

par la voie lysosomale (voir Article 2).  

Nous avons ainsi émis l’hypothèse que les parties N- et C-ter, si différentes entre les deux 

récepteurs, peuvent être impliquées dans la différenciation des récepteurs sur un plan 

fonctionnel. Pour étudier l’implication de ces parties dans la biosynthèse, le trafic 

intracellulaire, l’insertion et la stabilité membranaire, l’activation et la signalisation 

intracellulaire, et dans le processus d’oligomérisation, nous avons réalisé plusieurs 

constructions moléculaires où les deux parties N- et C-ter ont été permutées au niveau des deux 

récepteurs. Dans ce travail, nous avons pu évaluer l’expression basale, la localisation cellulaire, 

la glycosylation et le niveau de dimérisation de nos constructions. Nos premiers résultats 

démontrent l’importance de ces deux parties dans les processus d’adressage et de dimérisation. 
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Matériels et Méthodes 

Construction des plasmides 

Les ADN codants pour nos différentes constructions ont été synthétisés et insérés dans le 

plasmide pcDNA-3.1 entre les sites de restriction Not-I et Xho-1 (Genscript). 

Les régions 5’ et 3’ des différentes séquences correspondant à l’ADNc de PROKR1 ont été 

flanquées par les séquences codantes pour les étiquettes c-Myc et HA (hémagglutinine), 

respectivement. Pour les constructions PROKR2, les séquences codantes pour les deux 

étiquettes ont été inversées. Comme contrôle, nous avons utilisé des constructions PROKR1 et 

PROKR2 possédant uniquement l’étiquette HA du côté 3’. 

Par la suite, l’ensemble de nos constructions ont été clonées dans le plasmide pNut pour les 

exprimer stablement dans les cellules BHK-21 après sélection au méthotrexate (200µM). Les 

différentes constructions sont décrites dans le Tableau 2 et Figure 1. 

 

 

Tableau 2: Nomenclature des différentes constructions de PROKR1 et PROKR2 

 

                                                                                                                       

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Constructions PROKR1 et PROKR2 

 

Lignées cellulaires 
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Nous avons utilisé la lignée cellulaire BHK-21 pour exprimer de manière stable les différentes 

constructions que nous avons générées. Les transfections ont été réalisées en utilisant le 

FuGENE6 (Promega, France). Les cellules BHK-21 ont été cultivées dans du DMEM/F-12 

supplémenté avec 5% de sérum fœtal bovin (FBS) à 37°C sous 5% de CO2. La sélection des 

clones a été réalisée avec 200µM de méthotrexate 48h après la transfection. Après deux 

semaines de sélection, les cellules résistantes ont formé ~100 clones individuels. Nous avons 

fait le choix de ne pas travailler sur des clones isolés pour éviter de potentiels effets sur la 

biosynthèse, le trafic, la stabilité de la membrane plasmique et la fonction de PROKR1 et 

PROKR2.  

Anticorps et réactifs 

Les anticorps (Abs) ont été obtenus auprès des sources suivantes : Ab monoclonal anti-HA 

(Biolegend, France (16B12)) et anti-Myc (Ozyme, France (9B11)). Les anticorps secondaires 

anti-souris et anti-lapin proviennent de la société Covalab (France). L'endoglycosidase H (Endo 

H), la peptide-N-(N-acétyl-β-glucosaminyl) asparagine amidase (PNGase F), et la 

neuraminidase O-glycosidase ont été fournies auprès de New England Biolabs (France). 

Immunolocalisation 

La localisation par immunofluorescence des différentes constructions a été réalisée comme 

décrit précédemment11 sur des cellules fixées par 4% paraformaldéhyde et ont été 

perméabilisées. Les récepteurs PROKR1 et PROKR2 marqués avec les étiquettes HA et Myc 

ont été visualisés en utilisant un anticorps monoclonal anti-HA ou anti-Myc. La réaction 

anticorps-antigène a été révélée par des anticorps anti-souris conjugués à Alexa Fluor 488 

(Thermofisher Scientific, France). Les images ont été obtenues à l’aide du microscope à 

fluorescence Zeiss confocal ou Zeiss apotome avec un objectif 63x à immersion à l'huile. 

Dégradation métabolique de PROKR1 et PROKR2  

Les taux de biosynthèse, de dégradation et de trafic intracellulaire de PROKR1 et PROKR2 

exprimés de manière stable dans des cellules BHK-21 ont été évalués en utilisant 100µg/ml de 

cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la traduction eucaryote, pendant le temps indiqué. Les 

extraits protéiques ont été préparés à l'aide du tampon RIPA (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 

1% Triton X-100, 0,1% SDS, et 0,5% désoxycholate de sodium, pH 8.0) complété par des 

inhibiteurs de protéases (PMSF 100mM, Leupeptine/pepstaine 20 µM). Les protéines ont été 

séparées sur un gel 10% SDS-polyacrylamide et transférées sur une membrane de 

nitrocellulose. PROKR1 et PROKR2 ont été identifiées en utilisant l'anticorps anti-HA ou anti 

Myc et le kit ECL (Biorad, France). 

Digestion par les glycosidases 
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Pour distinguer les modifications oligosaccharidiques liées à PROKR1 ou PROKR2, les lysats 

cellulaires ont été incubés à 37°C pendant 2 heures avec la O-glycosidase-Neuraminidase, 

l'endoglycosidase H ou la N-glycosidase F peptidique. Les digestions ont été réalisées selon les 

recommandations du fournisseur (New England Biolabs). Le déplacement des récepteurs 

déglycosylés a été visualisé par technique des immunoempreintes (Western blot) à l'aide d'Ab 

anti-HA. 

ELISA de la surface cellulaire 

Un ELISA sur cellules adhérentes, non fixées et non perméabilisées a été réalisé en utilisant les 

anticorps anti-HA ou anti-Myc selon la méthode décrite précèdemment12. 

Test du phosphate d'inositol (IP1) 

Les cellules BHK-21 parentales ou exprimant de manière stable les récepteurs PROKR1 ou 

PROKR2 ont été ensemencées dans les plaques 96 puits (~40 000 cellules). Une gamme de 

concentration de l’agoniste PROK2 a été constituée (Abcam, France). La PROK2 a été diluée 

dans le tampon de stimulation (inclus dans le kit) et a été ajoutée sur les cellules pendant 1h à 

37°C.  

Les cellules ont été ensuite lysées et l'IP1 accumulé a été mesuré à l'aide du kit IP-One (Cisbio) 

en suivant les instructions du fabricant. Les lectures ont été effectuées avec un lecteur de 

plaques TECAN Spark.  

Électrophorèse et immunoempreintes  

Les cellules BHK exprimant de manière stable les différentes constructions ont été lysées dans 

un tampon RIPA contenant des inhibiteurs de protéase (Sigma Aldrich). Les protéines ont été 

dénaturées dans du tampon Laemmli (LSB) et séparées sur gel SDS-acrylamide 10%.  

L’immunoempreinte a été réalisée en utilisant un anticorps monoclonal anti-HA ou anti-Myc.  

Les Abs primaires ont été visualisés par des Abs secondaires anti-souris conjugués à la 

peroxydase (HRP) et par chimiluminescence (ECL).  

La détection de la sous-unité β-actine a été réalisée avec les anticorps monoclonaux de souris 

(Covalab, France). L’acquisition at l’analyse des résultats ont été réalisées en utilisant le 

système d'imagerie iBright (Thermo Fisher Scientific, France) et ImageJ 1.53, respectivement. 

Analyse statistique 

Aucune analyse statistique n’a été effectuée dans ce travail. Le nombre d’expériences 

indépendantes ne dépassant pas 2.   
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Résultats 

Profil électrophorétique et expression basale 

L'expression de toutes les constructions et leur mobilité électrophorétique ont été évaluées par 

immunoempreintes (Fig. 3A). Les résultats ont été quantifiés par densitométrie après 

normalisation avec l’expression de la β-actine en utilisant Image J (Fig. 3B). Les premiers 

résultats montrent que toutes les constructions expriment une bande d’~43 kDa représentant le 

poids moléculaire de la protéine codée par les gènes Prokr1 ou Prokr2 (Fig. 3A). La bande de 

43 kDa, indiquée par la flèche noire, correspond à la forme intermédiaire glycosylée (I) (Fig. 

3A). De plus, les bandes exprimées entre 50-65kDa, indiquées par la flèche blanche, 

représentent la forme hautement glycosylée (H) alors que les bandes détectées entre 25-35kDa 

représentent les formes issues du processus de dégradation intermédiaire (Fig. 3A).  

Comme observé précédemment (voir papier 2), la PROKR1 portant l’étiquette HA au niveau 

C-ter (RI-HA) est fortement exprimée par rapport à PROKR2-HA C-ter (R2-HA) (Fig. 3A, 

lignes 2 et 3). Aucun signal n'a été détecté dans les cellules BHK-21 parentales (Fig. 3A, ligne 

1). 

Les profils électrophorétiques de R1-HA et R2-HA semblent être différents. R1-HA présente 

une bande protéique de haut poids moléculaire autour de 65kDa, qui n'a pas été détectée dans 

R2-HA (figure 3A, lignes 2 et 3).  

R2-HA exprime, par contre, des bandes plus basses entre 25-37kDa qui peuvent être générées 

par le processus de dégradation intracellulaire (Fig. 3A, lignes 2 et 3).  

L'introduction de l'étiquette Myc dans la région flanquante 5' du récepteur HA-PROKR1 pour 

générer les constructions à double étiquette (R1dT) n'a pas affecté son profil électrophorétique 

(Fig. 3A, ligne 4). Par contre, l'insertion du tag Myc au niveau de la partie C-ter dans la 

construction PROKR2 (R2dT) a modifié le profil électrophorétique de ce récepteur (Fig. 3A, 

ligne 5). La forme H a été détectée, mais à un niveau très faible par rapport à PROKR2-HA 

(Fig. 3A, ligne 3). Par contre, la forme I et bien exprimée pour la construction R2dT (Fig. 3A, 

ligne 5). Pour les expériences de permutation, nous avons utilisé les PROKR1 et PROKR2 

doublement étiquetées. La substitution de la partie N-ter de PROKR1 par celle de PROKR2 

(R1N2) a montré que le récepteur devenait plus sensible à la dégradation en présentant le même 

profil électrophorétique que R2HA, mais sans la forme H (Fig. 3A, ligne 6). Par contre 

lorsqu’on a substitué la partie C-ter de PROKR1 avec celle de PROKR2 (R1C2), les formes H 

et I sont fortement exprimées (Figure 3A, ligne 7). Les mêmes expériences ont été réalisées 
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pour PROKR2 où sa partie N-ter et C-ter ont été substituées par celles du récepteur PROKR1 ; 

R2N1 et R2C1. Cette opération a impacté le niveau d’expression de la forme H du PROKR2, 

mais a permis d’augmenter celle de la forme I pour R2N1 (Fig.  3A, ligne 8 ; 9). La 

quantification par densitométrie en utilisant Image J nous a permis de confirmer les résultats 

d’immunoempreintes (Fig. 3B et 3C). 

 

Figure 3 : Expression basale et profil électrophorétique des différentes constructions 

(A) Des quantités égales de protéines extraites des cellules BHK-21 exprimant de manière stable les constructions 

PROKR1 ou PROKR2 (voir Matériaux et Méthodes) ont été séparées par un gel 10% SDS-PAGE, transférées sur 

la membrane de nitrocellulose, et immunodétectées en utilisant des anticorps anti-HA et anti-mouse-HRP. Les 

flèches blanches et noires correspondent aux formes hautement (H) et intermédiaire (I) glycosylées, 

respectivement. B et C. Quantification à l'aide du logiciel Image-J des formes H et I des constructions PROKR1 

(B) et PROKR2 (C). 

 

Nous avons émis l’hypothèse que l’instabilité des protéines pourrait expliquer les variations 

dans les niveaux d’expression entre les différentes constructions. Pour cela, nous avons 

comparé les demi-vies (t1/2) des différentes constructions de PROKR1 et PROKR2 (Fig. 4).  

L’incubation des cellules en présence de 100µg/ml de cyloheximide (CHX) pendant les temps 

indiqués, a permis d’observer une forte différence entre les demi-vies de R1dT et R1C2 (Fig. 

4A). En effet, la forme H de R1C2 a une t1/2 ~ 4,5h par rapport à R1dT (t1/2 ~ 1,5h), expliquant 

ainsi la forte expression observée en Western blot (Fig. 3A, ligne 7). L'insertion de l’étiquette 

Myc dans les constructions PROKR2-HA (R2dT) impacte significativement la demi-vie de la 

forme H du récepteur PROKR2 (t1/2 ~ 40min) par rapport à la construction R2HA (t1/2~1,5h). 

Ces résultats confirment ceux obtenus par Western blot.  
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Figure 4 : Etude du profil de dégradation des constructions PROKR1 et PROKR2.  

Les cellules BHK ont été traitées avec la CHX à différents temps (0, 0.5, 1, 2, 4, 8h) et leurs niveaux de 

dégradations ont été quantifiés (A) Quantification de la dégradation de la forme H de R1dT et R1C2 (B) 

Quantification de la dégradation de la forme H de R2HA et R2dT. 

 

Glycosylation  

Nous avons placé des étiquettes (HA ou Myc) au niveau de la partie N-ter du PROKR1 ou 

PROKR2. Connaissant l’importance de cette région dans le processus de glycosylation, nous 

avons entrepris la caractérisation du profil de glycosylation des constructions PROKR1 et 

PROKR2. Pour le test de déglycosylation, nous avons utilisé trois enzymes ; l'endoglycosidase 

H (endo H, H), la PNGase F (endoF, F) et la O-glycosidase (O). Toutes les constructions ont 

été traitées séparément avec les trois enzymes (Fig. 5A). 

L’ensemble des constructions non traitées, sauf R1N2 (Fig. 5D), ont montré un profil de 

glycosylation identique avec une forme I- à ~43kDa et une forme H-glycosylée autour de 50-

65kDa (Figures 5A-G). Lors du traitement avec EndoH (H), la forme I est déglycosylée pour 

donner naissance à une forme d’~37kDa (Fig. 5A).  

Ce processus a été observé pour toutes les constructions sauf R1N2 (Figures 5D). Comme 

prévu, le traitement avec PNGaseF (F) a clivé le core-glycosylé engendrant la forme I pour 

toutes les constructions (Figs. 5A-G), sauf pour R1N2 (Fig. 5D). Pour la O-glycosidase (O), 

une très légère déglycosylation a pu être visualisée pour les récepteurs R1C2 (Fig. 5D).  
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Figure 5 : Profil de glycosylation des constructions PROKR1 et PROKR2. 

Le profil de glycosylation a été déterminé en utilisant l'endoglycosidase H (H), la peptide-N-glycosidase F ; 

PNGase F (F), et la O-glycosidase (O). Dans toutes nos expériences (A-G), les polypeptides ont été séparés par 

SDS-PAGE, transférés sur une membrane de nitrocellulose, sondés avec l’Ab anti-HA, et révélés par des tests de 

chimioluminescence (ECL, Covalab). Les flèches blanches et noires indiquent les formes H et I, respectivement. 

 

Localisation 

L'expression cellulaire des différentes constructions a été réalisée par immunofluorescence. 

Seule la localisation cellulaire détectée par l’anticorps anti-HA a pu être réalisée. 

Dans les cellules BHK-21, R1-HA est principalement localisée sur la membrane plasmique, 

alors que R2-HA est faiblement localisée au niveau de la membrane plasmique, mais très 

exprimée dans le cytoplasme dans une région périnucléaire qui correspond au compartiment du 

réticulum endoplasmique (ER) (Figs. 6A et 6B). Ces résultats sont en accord avec ce que nous 

avons observé antérieurement (résultats partie II). Comme prévu, R1dT est détectée à la 

membrane plasmique (Fig. 6A), et R2dT est principalement localisée dans le cytoplasme, au 

niveau du RE (Fig. 6B). La partie C-ter de PROKR2 affecte le niveau d'expression de PROKR1 

(R1C2). Elle est plus exprimée au niveau de la membrane plasmique tout en gardant le même 

profil de distribution cellulaire (Fig. 6A).  

De façon intéressante, la présence de la partie N-ter de PROKR2 au niveau de PROKR1 (R1N2) 

bloque complètement le récepteur dans une région périnucléaire (Fig. 6A). R2dT portant la 

partie N-ter (R2N1) ou C-ter (R2C1) de PROKR1 présente un profil de localisation très 

différent par rapport à R2dT (Fig. 6B). En effet, R2N1 est localisée au niveau cytoplasmique 

avec un profil périnucléaire, alors que R2C1, en plus de sa localisation cytoplasmique, montre 
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une présence au niveau de la membrane plasmique (Fig. 6B). Ces résultats confirment ceux 

obtenus par Western blot (Fig. 3).  

 

Figure 6 : Localisation cellulaire des différentes constructions PROKR1 et PROKR2 

(A et B) Les cellules BHK-21 qui expriment stablement les différentes constructions, ont été fixées et les antigènes 

visualisés par immunofluorescence en utilisant des anticorps anti-HA reconnus par des anticorps secondaires 

conjugués à la fluorescéine (vert). Les photographies ont été obtenues avec le microscope Zeiss en utilisant un 

objectif à huile 63/1.4. Cellules BHK-21 (cellules parentales) marquées au DAPI pour la coloration nucléaire 

(bleu).  

 

Localisation membranaire 

La localisation membranaire peut être étudiée par la biotinylation de surface, technique encore 

fastidieuse à ce jour. Ainsi, nous avons réussi à adapter une nouvelle méthode pour détecter et 

quantifier, grâce à la fluorescence, les protéines membranaires, à condition qu’elles possèdent 

une étiquette extracellulaire. Cette technique utilise le principe du test ELISA. Pour réaliser 

cette partie de mon travail, nous avons placé au niveau de la partie N-ter des récepteurs soit 

étiquetés HA pour PROKR2 ou Myc pour PROKR1.  

Cette quantification a été faite par ELISA sur cellules non fixées et non perméabilisées. On 

remarque tout d’abord une forte expression des récepteurs membranaires R1dT comparé à 

R2dT (Fig. 7A). Pour les constructions PROKR1, la permutation avec la partie N-ter de 
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PROKR2 (R1N2) induit une absence de récepteurs membranaires alors que la permutation du 

C-ter (R1C2) induit une forte présence du récepteur au niveau de la membrane (Fig. 7A).  

Concernant les constructions PROKR2, la permutation avec le N-ter de PROKR1 (R2N1) induit 

une forte baisse des récepteurs à la membrane alors que la permutation de la partie C-ter n’induit 

qu’une faible baisse du signal (Fig. 7B).  Ces résultats confirment ceux observés en Western 

blot et en immunofluorescence (Figs. 3 et 6).    

 

 

Figure 7 : PROKR1 et PROKR2 au niveau de la membrane plasmique  

Un test ELISA-like est pratiqué sur cellules en condition native (non fixée et non perméabilisées) a été effectué sur 

les différentes constructions afin de déterminer la proportion de récepteurs présents à la membrane. (A) 

Quantification des récepteurs membranaires dans toutes les constructions PROKR1 et PROKR2. (B) 

Quantification des récepteurs membranaires dans les constructions PROKR2 uniquement. Le pourcentage est 

exprimé par rapport à R1dT (A) et R2dT (B) considéré comme 100%.  

 

Test fonctionnel 

Nous avons utilisé le test IP-one de chez PerkinElmer dans les conditions décrites 

précédemment (voir matériels et méthodes). Pour réaliser les tests, nous avons utilisé le ligand 

humain recombinant PROK2 pour stimuler nos différentes constructions (Fig. 8). 

Le test fonctionnel a révélé que PROK2 stimule la mobilisation d’IP1 dans nos lignées 

cellulaires exprimant de manière stable PROKR1 ou PROKR2, validant la fonctionnalité de 

nos constructions (Tableau 3). L’efficacité de PROK2 pour stimuler PROKR1 et PROKR2, 

déterminée par la mesure de la concentration effective 50 (EC50), était de 2.85nM et 47.71nM, 

respectivement (Tableau 3). Nous avons par la suite utilisé ce test pour évaluer l'activité de nos 

constructions en mesurant leurs EC50.  

Comme indiqué sur le tableau 3, la double étiquette présente sur PROKR1 ou PROKR2 

n’affecte pas leurs stimulations par PROK2. Cependant, la permutation des régions Nt et Ct 

entre PROKR1 et PROKR2 a un impact sur les activités des récepteurs. La substitution de N1 
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par N2 dans les récepteurs PROKR1 (R1N2) abolit l'activité du récepteur (Tableau 3), alors que 

celle du C1 par C2 (R1C2) n’a pas d’effet significatif.  

Pour PROKR2, la permutation de ses parties C- et N-ter par les mêmes parties du récepteur 

PROKR1 ; R2N1 et R2C1, n’affecte pas la fonction du récepteur PROKR2, mais réduit son 

activité d’~50% par rapport à R2HA (Tableau 3).  

 

Tableau 3 : Test fonctionnel des différentes constructions PROKR1 et PROKR2. 

Le test IP-1 a été réalisé comme indiqué dans la section Matériels et Méthodes. Dans toutes nos expériences, les 

cellules ont été traitées pendant 1h avec une gamme de concertation indiquée du ligand PROK2. L'EC50 pour 

toutes les constructions a été déterminée en utilisant le logiciel GraphPad.   

 

Dimérisation des récepteurs  

L'expression de toutes les constructions et leur profil électrophorétique ont ensuite été évalués 

en utilisant l’anticorps anti-Myc (Fig. 9A). Les résultats ont été quantifiés après normalisation 

avec la β-actine (Figure 9B).  

En utilisant cet anticorps, les premiers résultats font apparaitre des formes de haut poids 

moléculaire (entre 80 et 150 kDa) supposées être des formes dimériques. Ces formes ont été 

détectées dans toutes les constructions, mais à des niveaux d’expression très variables. Chez les 

récepteurs PROKR1, cette forme est très abondante pour la construction R1dT (Fig. 9A, ligne 

2) et diminue de moitié lorsqu’une permutation du N-ter (R1N2) ou de C-ter (R1C2) est réalisée 

(Fig. 9A, ligne 3 et 4 and 9B). Les parties terminales de PROKR1 semblent avoir un rôle dans 

la dimérisation.  

Chez les récepteurs PROKR2, la forme dimérique est quasiment inexistante chez la forme 

native (R2dT) (Fig. 9C, ligne 2) tandis qu’elle augmente lorsqu’une permutation du N-ter 

(R2N1) ou de C-ter (R2C1) (Fig. 9C, ligne 3 et 4). La forme dimérique est environ 10 fois plus 

abondante dans la construction R2N1 (Fig. 9D) laissant supposer un rôle important de la partie 

N-ter de PROKR1 dans la dimérisation.  
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Figure 8 : Profil d’oligomérisation des différentes constructions PROKR1 et PROKR2  

(A et C) Des quantités égales de protéines extraites de cellules BHK-21 exprimant de manière stable les 

constructions PROKR1 (A) ou PROKR2 (C) ont été séparées par un gel de SDS-PAGE à 10%, transférées sur la 

membrane de nitrocellulose, et immunodétectées en utilisant les anticorps anti-Myc et anti-mouse-HRP. Les 

crochets correspondent à la forme dimérique (d). Quantification à l'aide du logiciel Image-J des formes d des 

constructions PROKR1et PROKR2. 
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Discussion 

Les RCPG ont été étudiés de manière intensive en raison de leur mode d'action et de leurs rôles 

dans la physiopathologie humaine. Les récepteurs des prokinéticines font partie de cette 

superfamille. Les deux récepteurs, PROKR1 et PROKR2 sont exprimés dans de nombreux 

organes de manière différentielle13. Récemment notre équipe a identifié une différence 

d’expression, de stabilité et d’adressage à la membrane de ces deux récepteurs surexprimés 

dans les BHK-21. Néanmoins, PROKR1 et PROKR2 possèdent 87% d’identité et leurs 

différences se localisent principalement dans les parties N-ter et C-ter.  

Afin de tenter d’expliquer cette expression différentielle, l’hypothèse d’un rôle des parties 

terminales a été avancée. Les données concernant l’importance de ces parties dans l’export RE-

Golgi, endocytose/recyclage, stabilité à la membrane des RCPGs est bien documenté7,14,15. En 

effet, la partie C-ter contient plusieurs motifs d’export16–18 ou de rétention19,20 permettant ou 

non la sortie du RCPG du réticulum endoplasmique. La partie N-ter peut également posséder 

ce type de motif, mais dans une moindre mesure21.  

Les extrémités C-ter et N-ter sont également le lieu de modifications post-traductionnelles 

(MPT), comme la glycosylation, la sumoylation, l’ubiquitination, la phosphorylation qui 

contrôle un grand nombre de processus comme le repliement, la maturation, la stabilité et la 

dégradation22. L’interaction avec de nombreux acteurs de ces processus s’effectuent également 

au niveau de la partie C-ter : kinases, protéines Rab23–26. La partie N-ter a également été 

rapportée comme directement impliquée dans l’interface de protomère dans le processus 

d’oligomérisation8,9. Ce processus peut modifier de nombreux paramètres comme l’adressage 

à la membrane et le taux d’internalisation.27,28 

Afin d’évaluer l’importance des parties N-ter et C-ter dans les récepteurs aux prokinéticines, 

des constructions ont été créés dans lesquelles nous avons permuté les parties N-ter et C-ter des 

deux récepteurs. Afin de réaliser des détections extra- et/ou intracellulaires, nos récepteurs ont 

été équipés par des étiquettes HA ou/et Myc. L'introduction des étiquettes n'a pas inhibé la 

biosynthèse des constructions. En utilisant l’anticorps anti-HA, nous détectons les formes H et 

I dans toutes nos constructions. L'emplacement du tag Myc sur la partie N-ter pouvait, 

néanmoins, perturber le repliement de PROKR2. Les tests des glycosidases confirment ces 

résultats et suggèrent que la permutation du N-ter de PROKR2 sur PROKR1 induit un blocage 

du trafic intracellulaire de la protéine. Cette conclusion a été confirmée par les résultats 

d’immunofluorescence où la protéine présente une localisation cytoplasmique et par le test 

ELISA de surface où aucune activité n’a été détectée à la membrane plasmique. 
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Enfin, la permutation du N-ter semble diminuer le taux de dimérisation du récepteur PROKR1. 

Plusieurs hypothèses ont été émises afin d’expliquer cette observation. La première étant les 

différences de sites de glycosylations présents sur la partie N-ter de PROKR1 et PROKR2. En 

effet, PROKR1 possèdent 3 sites de N-Glycosylation (postions 11,14 et 36) alors que PROKR2 

n’en possède que deux (positions 7 et 27). De plus, PROKR1 possède 4 sites de O-

Glycosylations qui sont absent chez PROKR2. Cette distribution de sites de glycosylation 

pourrait expliquer, du moins en partie, le défaut de trafic intracellulaire et d’expression à la 

membrane en lien avec le N-ter de PROKR2.  

Une deuxième hypothèse étant la présence d’un motif de rétention présent sur la partie N-ter de 

PROKR2. Cependant, peu de motifs ont été identifiés au niveau de cette région. 

Récemment un motif a été mis en évidence : le motif Tyrosine Serine (YS), jouant le rôle de 

motif d’export pour les récepteurs adrénergiques21. Après analyse de le partie N-ter des 

récepteurs PROKR1 et PROKR2, ce motif est présent uniquement chez PROKR1 et absent 

chez PROKR2 (Fig. 9).  

 

R1 METTMGFMDDNATNTSTSFLSVLNPHGAHATSFPFNFSYSDYDMPLDEDEDVTNSRTFFAAK 

R2          MAAQNGNTSFTPNFNPPQDHASSLSFNFSYGDYDLPMDEDEDMTKTRTFFAAK 

 

Figure 9 : Alignement de séquence des parties N-ter de PROKR1 et PROKR2 

 

La partie N-ter de PROKR1 ne semble pas être suffisante pour augmenter l’expression à la 

membrane de PROKR2. En effet, la permutation du N-ter de PROKR1 sur PROKR2 (R2N1) a 

induit une diminution du récepteur à la membrane. Par contre une augmentation de la forme I-

glycosylée et de la forme dimérique ont été observées, suggérant l’importance de la partie N-

ter dans le processus de dimérisation.  De façon intéressante, la partie C-ter de PROKR2 semble 

augmenter le niveau d’expression, la stabilité et la proportion membranaire de PROKR1 

(R1C2). Néanmoins, elle semble empêcher l’oligodimérisation du récepteur, suggérant une 

potentielle hetérodimerisation entre ces deux récepteurs qui restent encore à démontrer.  

Pour la partie C-ter de PROKR1, sa présence dans PROKR2 (R2C1) influence aussi le 

processus de dimérisation. Les modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation 

ou l’ubiquitination, peuvent aussi participer à l’augmentation de la stabilité et du trafic 

intracellulaire de ces récepteurs.  

Un autre mécanisme pourrait aussi être impliqué dans la régulation du trafic intracellulaire des 

PROKRs en lien avec leurs parties C-ter. En effet, les PROKRs sont capables d’interagir, via 

leur partie C-ter, avec les protéines MRAP2 (Melanocortin Receptor Accessory Protein 2) et 
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snapin29–32. MRAP2 semble se lier aux deux récepteurs au niveau de la partie C-ter induisant 

leur séquestration dans le RE29,31,32. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la séquence 

primaire de C-ter de PROKR1 est différente de celle de PROKR2 ce qui pourrait être à l’origine 

d’un changement de conformation structurale entre les deux récepteurs (Figure 10). 

Pour la snapin, elle se lie au récepteur PROKR2 au niveau des motifs YFK (343–345) et HWR 

(351–353) 30. Le motif YFK est également présent chez PROKR1, mais le motif HWR ne l’est 

pas puisque l’arginine est remplacée par une lysine (HWK) (Fig. 10). La fixation de la snapin 

induit une augmentation de la dégradation des récepteurs. Le remplacement de l’arginine (R) 

par une lysine (K) au niveau du motif HWR pourrait être à l’origine de la différence du trafic 

et de stabilité observée entre les deux récepteurs. 

 

R1 VKNDTVKYFKKIMLLHWKASYNGGKSSADLDLKTIGMPATEEVDCIRLK 

R2 VKNNTMKYFKKMMLLHWRPSQRGSKSSADLDLRTNGVPTTEEVDCIRLK 

 
Figure 10 : Alignement de séquence de la partie C-ter de PROKR1 et PROKR2 

Les acides aminés basiques : R et K sont respectivement en surbrillance jaune et vert. Les motifs essentiels à la 

fixation de la snapine sont en rouge.  

 

En conclusion, cette étude apporte des démonstrations biochimiques et cellulaires qui 

pourraient expliquer les comportements différentiels entre deux récepteurs très identiques. 

Même si de nombreuses expériences sont attendues pour étayer ces observations, nous pensons 

avoir mis le doigt sur deux parties clés de ces protéines qui expliqueraient les différences que 

nous avons observées dans leur localisation, trafic intracellulaire, stabilité, et déstabilisation 

structurelle.  
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L’équipe ou j’ai réalisé mon stage de thèse travaille sur la famille des prokinéticines depuis 15 

ans et a démontré l’implication de ces membres, ligands (PROK1/PROK2) et récepteurs 

(PROKR1/PROKR2), dans plusieurs pathologies humaines. Un des axes de recherche dans 

l’équipe est le développement de stratégies thérapeutiques pour bloquer les effets pro-

angiogéniques et pro-inflammatoires des ligands PROK1/PROK2 et de leurs récepteurs 

PROKR1/PROKR2. Deux stratégies ont été mises en place : 

- Développement d’anticorps monoclonaux bloquants dirigés contre PROKR1, 

PROKR2 ou PROK1. Ce travail est en cours de réalisation et est soutenu par 

Inserm Transfert pour une valorisation via deux brevets en cours de dépôt. 

-  Cibler chimiquement le ligand PROK1 afin d’inhiber sont interaction avec 

PROKR1 et PROKR2. 

 Ainsi, mon projet de thèse avait pour objectif d’identifier des molécules chimiques capables 

d’inhiber l’interaction du ligand PROK1 à ses récepteurs PROKR1 et PROKR2. 

C’est la première fois que ce type de stratégie, utilisant des molécules chimiques pour cibler un 

ligand soluble, était utilisée. L’identification de ces molécules chimiques nécessitait une étape 

de docking moléculaire s’appuyant sur la structure tridimensionnelle (STD) de PROK1.  

La structure de PROK1 n’existant pas, la première partie de mon projet de thèse consistait à 

déterminer la structure in vitro par RMN ou cristallographie. Nous avons donc entrepris les 

étapes de clonage, production et purification dans divers modèles cellulaires aussi bien 

procaryote qu’eucaryote. Devant la difficulté de produire et de purifier assez de protéines 

PROK1 pour réaliser les étapes de RMN ou de cristallographie, j’ai entrepris, en parallèle, la 

résolution in silico de la STD de PROK1. C’est ce modèle qui a été utilisé pour les étapes de 

docking moléculaire réalisé en collaboration avec le Dr. Franck Borel (IBS, Grenoble). La 

résolution in silico de la STD du récepteur PROKR1 nous a permis de vérifier que l’interface 

ciblée par le docking au niveau de PROK1 est celle qui interagit avec le récepteur. Plusieurs 

chimiothèques ont été criblées et 360 molécules ont été identifiées. Pour tester ces molécules, 

nous avons généré deux lignées stables exprimant les récepteurs PROKR1 ou PROKR2. Ces 

deux lignées nous ont permis de tester pour l’instant 15 molécules dont trois sont très 

prometteuses.  

 

Lorsque nous avons entamé la caractérisation cellulaire et biochimique des récepteurs PROKR1 

et PROKR2, une expression différentielle de leurs profils électrophorétique et de localisation 

cellulaire a pu être observée. En effet, par rapport à PROKR1, PROKR2 était bloquée au niveau 

du réticulum endoplasmique (RE) et par conséquent moins exprimée à la membrane.  
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La caractérisation de plusieurs paramètres moléculaires, biochimiques et cellulaires (stabilité 

de l’ARNm, biosynthèse, glycosylation, trafic intracellulaire, dégradation et repliement) a 

permis de conclure que PROKR2 est différent de PROKR1 malgré les 87 % d’identité. Les 

15% de différence entre les deux récepteurs sont concentrées au niveau des parties N-ter et C-

ter. Cela nous a encouragés à explorer les rôles de ces deux extrémités dans le comportement 

cellulaire de ces deux récepteurs, particulièrement l’oligomérisation. 

Plusieurs hypothèses ont été émises : 

1. La première hypothèse concerne la présence de motif au niveau des deux extrémités 

et qui peuvent induire la rétention de PROKR2 dans le RE. En effet, plusieurs 

motifs sont présents au niveau des deux récepteurs, à l’exception du motif d’export 

récemment mis en évidence chez les RCPGs « YS », et qui est présent uniquement 

chez PROKR1. Ce motif pourrait expliquer les différences d’expression observées.  

2. La deuxième hypothèse concerne les modifications post-traductionnelles (MPT) qui 

peuvent être différentes entre les deux récepteurs régulant ainsi leur expression et 

leur comportement intracellulaire. C’est le cas de l’extrémité N-ter qui possède 

trois sites de N-Glycosylation pour PROKR1 et seulement deux pour PROKR2. 

Dans cette partie on trouve également quatre sites de O-Glycosylation uniquement 

présents dans PROKR1. Au niveau de la partie C-ter, certains sites de 

phosphorylations sont spécifiques à l’un ou l’autre récepteur. Ces MPTs peuvent 

influencer tous les processus cellulaires et pharmacologiques des récepteurs.  

3. La dernière hypothèse serait liée à l’homo-dimérisation différentielle des récepteurs. 

En effet, un défaut d’homo-dimérisation a été suspecté comme étant responsable 

d’un défaut d’adressage de PROKR2. Ce défaut pourrait changer les propriétés 

structurales de la protéine et influer sur les processus décrits précédemment.  La 

dimérisation pourrait également induire un changement d’accessibilité de certains 

motifs. Un masquage de motifs de rétention induit par ce processus pourrait 

favoriser le trafic de la protéine à la membrane et dans le cas contraire entrainer 

sa rétention. Un masquage de motif permettant l’interaction avec des acteurs 

protéiques est également envisageable. Un exemple pourrait être l’interaction que 

les PROKRs ont avec MRAP2.  

Cette protéine régule négativement le trafic des récepteurs à la membrane. Une 

modification du site de reconnaissance de MRAP2, en raison d’une homo-

dimérisation, pourrait moduler l’expression des PROKRs à la membrane.  
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Pour traiter ses différentes hypothèses, nous avons généré huit nouvelles lignées cellulaires 

exprimant de manière stable les protéines PROKR1 ou PROKR2 chimériques dans lesquelles 

nous avons interverti les extrémités N-ter ou C-ter. Une caractérisation complète de ces lignées 

est en cours.  
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Production, purification PROK1 

Les différentes expériences menées dans mon projet de thèse, nous ont permis de produire la 

protéine PROK1 dans différents modèles eucaryotes et procaryotes.  

Le modèle procaryote, nous a permis de produire une grande quantité de la protéine PROK1. 

Cependant, la protéine produite était majoritairement sous forme de corps d’inclusions dans le 

cytoplasme ou sous forme d’agrégats solubles. Sous ces deux formes, il était difficile de 

procéder à la purification de PROK1 en condition native et de cliver l’étiquette His par la 

protéase TEV. L’adressage dans le périplasme n’a également pas fonctionné en utilisant le 

plasmide pet22b.  

La production dans les trois modèles de cellules eucaryotes, nous a permis de produire une 

protéine soluble uniquement dans les cellules BHK et Pichia Pastoris. Le modèle des cellules 

d’insecte (Sf9) n’a permis la production que d’une protéine en corps d’inclusion. En dépit d’une 

production soluble de la protéine par les cellules BHK-21 et Pichia Pastoris, la quantité produite 

reste faible, malgré une optimisation des conditions de culture. En effet, on a réussi à produire 

41ng/ml chez BHK-21 et seulement 6 ng/ml chez Pichia Pastoris. Cette faible production reste 

un frein pour l’étape de cristallisation, nécessaire pour la détermination de la structure 

tridimensionnelle de la protéine PROK1. 

Des difficultés concernant l’étape de purification ont également été rencontrées dans nos 

différents modèles. En effet, pour les modèles BHK-21 et E. Coli, la purification a fonctionné 

uniquement en conditions dénaturantes (8M Urée) ce qui met en avant la non-accessibilité de 

l’étiquette His en C-ter. Ceci pourrait s’expliquer par un repliement de la protéine avec sa partie 

C-ter se retrouvant enfouie dans la protéine. Concernant le modèle Pichia Pastoris, l’étape de 

purification sur Ni-NTA nécessite un pH minimum de 7. Hors ce pH est responsable de la 

floculation du milieu, entrainant ainsi la perte d’~50% de la protéine produite. La précipitation 

par l’ammonium sulfate et les chromatographies à échange d’ions ont été testées sans succès. 

Modèle in silico, docking moléculaire et test fonctionnel 

Dans l’attente de résoudre in vitro la structure tridimensionnelle de PROK1, un modèle in silico 

de cette protéine a été généré par homologie à la protéine MIT-1. Un modèle in silico a 

également été produit pour le récepteur PROKR2. 

Le docking moléculaire sur cette structure de PROK1 a été effectué et des molécules chimiques 

avec un bon score de docking ont été identifiées à partir de 5 chimiothèques.  

Pour affiner notre criblage moléculaire, nous avons aussi modélisé l’interface d’interaction de 

PROK1 avec son récepteur PROKR2.   
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Pour pouvoir tester les molécules chimiques identifiées par docking moléculaire, nous avons 

mis en place un test fonctionnel. À ce jour, nous avons uniquement utilisé les molécules 

provenant de la chimiothèque nationale (ChemBio), parmi lesquelles seulement 3 molécules 

ont montré une inhibition significative de l’interaction de PROK1 avec son récepteur PROKR1. 

Modèle cellulaire  

Pour réaliser nos tests fonctionnels, nous avons établi deux modèles cellulaires exprimant les 

récepteurs PROKR1 ou PROKR2. À notre grande surprise, les deux récepteurs présentent une 

expression différentielle malgré 84% d’identité et 87% d’homologie. 

PROKR1 est plus exprimé à la membrane comparé à PROKR2. Particulièrement, la bande 

hautement glycosylée (H), caractéristique de la membrane plasmique, est deux fois moins 

exprimée chez PROKR2. Cette disparité est due à un mécanisme post-traductionnel puisque le 

nombre de copies des deux ARNm est identique. La différence des niveaux d’expression semble 

associée à l’instabilité de la protéine PROKR2 (t1/2 ~1h30) par rapport à PROKR1 (t1/2 

~1=3h30). Cependant, les deux protéines sont éliminées par la voie lysosomale. Une 

dégradation protéasome-dépendante a également était mise en évidence, uniquement pour la 

forme H de PROKR2.  L’instabilité de PROKR2 serait associée à un défaut de repliement 

démontré par sa sensibilité à la trypsine, son profil de thermo-agrégation et thermo-instabilité. 

Ce défaut de repliement pourrait résulter d’un défaut d’oligomérisation. 

Implication des domaines N-ter et C-ter 

Notre étude sur les parties N-ter et C-ter a pu mettre en évidence l’implication de la partie N-

ter de PROKR2 dans la rétention cytoplasmique du récepteur et donc sa non-fonctionnalité, 

puisque non exprimé à la membrane plasmique. De plus, cette partie terminale de PROKR2 

semble empêcher l’homo-dimérisation du récepteur. A contrario la partie N-ter de PROKR1 

semble augmenter le phénomène d’homo-dimérisation. Néanmoins, une diminution à la 

membrane a été observée. La partie C-ter de PROKR2 semble impliquée dans la stabilité du 

récepteur et augmente la fraction membranaire. Cette partie semble promouvoir l’état 

monomérique du récepteur et diminue l’homo-dimérisation. La partie C-ter de PROKR1 

semble augmenter la dimérisation, mais pas au même niveau que la partir N-ter. 
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Schéma 2 : Schéma récapitulatif de mon projet de thèse  
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I. AMÉLIORATION DE LA PRODUCTION DE PROK1 

A. Chez les procaryotes 

Principal défi : éviter l’agrégation de PROK1 

Afin de diriger la protéine PROK1 vers le périplasme, on propose de réduire le niveau 

d’expression de la protéine pour éviter la saturation des voies d’export vers ce compartiment. 

L’utilisation d’un autre promoteur, moins fort que le T7, pourrait constituer une piste 

prometteuse. Le cytoplasme d’E. Coli étant réducteur, rendant difficile l’expression de 

protéines possédant des ponts disulfures, nous envisageons d’utiliser des souches modifiées 

d’E. Coli. Deux systèmes sont responsables de la réduction des protéines, la voie thioredoxine 

et glutaredoxine. Il existe une souche où les deux voies ont été modifiées (Origami, Novagen). 

Il existe également une version améliorée de cette souche commercialisée par New England 

Biolabs sous le nom de SHuffle. La souche SHuffle a été modifiée pour les voies thioredoxine 

et glutaredoxine et surexprime la DsbC (Disulfide bond isomerase), une enzyme capable de 

catalyser la formation des ponts disulfures. L’utilisation de ces souches pourrait nous aider à 

obtenir une production cytoplasmique ou périplasmique. 

B. Chez les eucaryotes 

Principal défi : Augmentation de la production de PROK1 (Pichia Pastoris et BHK-21) 

1. Système Pichia Pastoris: 

Afin d’augmenter la production de PROK1, plusieurs méthodes sont à explorer. La première 

étant le criblage d’un plus grand nombre de clones afin d’identifier le clone ayant intégré le 

plus grand nombre de copies de la séquence de PROK1. Selon le fournisseur du plasmide 

pPICZα (Invitrogen), un criblage jusqu’à 1000 clones serait nécessaire pour l’identification 

d’un clone « technique très hasardeuse ». En effet, l’insertion multiple est rare (1 à 10%). Dans 

notre cas, seulement une dizaine de clones ont été testés pour leurs niveaux de production. Une 

deuxième alternative serait la création in vitro d’un plasmide multimère comportant un nombre 

multiple de séquences de PROK1 comme indiqué dans le protocole du fournisseur Invitrogen. 

2. Système BHK-21 : 

Les BHK-21 sont des cellules adhérentes. Pour augmenter la production de PROK1 dans ce 

système, on propose d’augmenter le nombre de cellules cultivées. Pour cela nous utiliserons le 

système de culture en suspension. Les cellules seront cultivées dans un milieu de culture (CD 

BHK-21, Gibco) dédié à l’adaptation des cellules BHK adhérentes en cellules en suspension, 

sans l’ajout du FBS.  

Cette méthode pourrait permettre d’augmenter la concentration des protéines produites et de 

s’affranchir de protéines contaminantes au moment de la purification.  
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3. Système SF9 : 

Nous suspectons la non-reconnaissance du signal peptidique humain dans le système SF9, ce 

qui aurait empêché le repliement de la protéine recombinante et sa sécrétion. L’utilisation d’un 

signal peptidique endogène propre aux cellules d’insectes serait une alternative envisageable. 

Plusieurs signaux peptidiques ont été utilisés pour la production de protéines recombinantes, 

comme ceux utilisés pour les protéines GP67, GP64 ou HBM. 

II. PURIFICATION DE PROK1 

A. Chez les procaryotes 

Une production sous forme de corps d’inclusions ne possédant pas de signal peptidique pour 

l’export dans le périplasme est envisageable. Elle peut être suivie d’une purification en 

conditions dénaturantes puis d’un repliement sur colonne ou en dialyse. Une nouvelle 

construction plasmidique a par ailleurs été réalisée dans ce but. Une production sous forme 

soluble pourrait résoudre les problèmes de purification rencontrés en utilisant les solutions 

énoncées précédemment.  

B. Chez les eucaryotes 

1. Pichia Pastoris  

Afin d’éviter la floculation du milieu par augmentation du pH, nécessaire à l’étape de 

purification sur Ni-NTA, plusieurs méthodes sont envisageables :  

1. La production dans un milieu à pH 7, suivie de la purification à pH 6. La quantité de protéine 

PROK1 fixée au niveau de la colonne sera testée pour valider l’innocuité de la stratégie. 

2. Un changement de milieu par passage sur membrane d’ultracentrifugation. Cette méthode a 

été décrite par plusieurs groupes utilisant le modèle Pichia Pastoris.  

3. L’identification des molécules floculantes dans le milieu de culture lors du passage à pH 7 

peut également être réalisée. Ceci nous permettra de les remplacer ou de les retirer en fonction 

de leur impact sur la production. 

2. BHK-21 : 

Le défi avec l’utilisation de ce modèle est que l’étiquette His ne semble pas être accessible pour 

se lier à la colonne Ni-NTA. En effet, on pense qu’elle est soit séquestrée à l’intérieur de la 

protéine soit qu’elle est en interaction avec la surface de la protéine.  

On propose de placer l’étiquette His au niveau de la partie N-ter, avec le risque de perturber 

l’accès du ligand à son récepteur. En effet, pour éluer le ligand de la colonne Ni-NTA, on va 

devoir utiliser la protéase TEV qui va reconnaitre son site d’action placé entre le His et le début 

de la partie N-ter de PROK1. Cette action va générer une extrémité N-ter avec quelques acides 

aminés en plus capables d’empêcher la liaison du ligand avec son récepteur.  
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Si l’on considère la deuxième hypothèse, l’addition d’un agent dénaturant de faible force 

comme le tween-20 ou de faible concentration comme l’Urée à 0,5M pourrait résoudre le 

problème d’accessibilité sans dénaturer la protéine.  

III. MODÈLE IN SILICO, DOCKING MOLÉCULAIRE ET TEST FONCTIONNEL 

L’ensemble des molécules chimiques provenant de la banque ChemBio ainsi que des autres 

chimiothèques, va être testé. Une nouvelle étape de docking moléculaire a également été 

effectuée récemment en criblant la banque ZINC1512. Cette étape a ciblé la zone d’interaction 

identifiée entre PROK1 et PROKR2. Plus de deux millions de composés ont été criblés et 200 

molécules ont été identifiées sur la base de leur docking score (DS < -7).  Ces résultats vont 

être analysés, les molécules commandées et ensuite testées. 

Concernant les 3 molécules identifiées comme prometteuses, des tests de toxicité, prolifération 

et migration vont être entrepris. Par la suite ces molécules pourront être testées sur des modèles 

murins de pathologies PROK1-dépendantes  

IV. MODÈLE CELLULAIRE  

Une étude plus approfondie des systèmes de dégradation et d’endocytose/recyclage doit être 

menée. Tout d’abord, et afin de distinguer au mieux les lysosomes des endosomes de recyclage, 

un double marquage pourrait être réalisé avec les protéines Lamp1 et la cathepsine, par 

exemple. L’étude de la voie d’endocytose/recyclage doit être également décryptée par la 

technique de biotinylation de surface. Afin d’évaluer au mieux l’implication de l’ubiquitine-

protéasome dans la dégradation du PROKR1 et PROKR2, une immunofluorescence pourrait 

être réalisée avec un marquage par PSMA1 ou PSMD1. En lien avec cette voie de dégradation, 

le profil d’ubiquitination va être recherché par western Blot après immunoprécipitation. 

Concernant l’état de glycosylation, une caractérisation de la bande à 37kDa après clivage à 

l’endoH est nécessaire. Cette caractérisation pourrait se faire par spectrométrie de masse après 

enrichissement en protéines correspondant à la bande 37kDa par immunoprécipitation.   

Afin d’expliquer l’expression différentielle et la localisation des récepteurs PROKR1 et 

PROKR2, des études portant sur les rôles de motifs et de protéines régulatrices vont être 

réalisées.  

Par exemple, l’implication du motif YS (uniquement présent en N-ter de PROKR1) va être 

étudiée par mutation du motif ou par permutation entre les deux récepteurs.  

 

L’implication des modifications post-traductionnelles (MPTs), comme la N et O-Glycosylation 

au niveau N-ter, ou les phosphorylations au niveau C-ter, seront étudiées par mutation ou 

permutation entre les deux récepteurs. Les protéines régulatrices comme la Snapine ou MRAP2 
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connues chez les prokinéticines comme protéines qui influencent le trafic des récepteurs vont 

être étudiées par immunoprécipitation, cross-linking, immunofluorescence ou par mutation des 

sites de reconnaissance.  

L’expression et la localisation différentielles entre les deux récepteurs pourraient être également 

liées à leurs états oligomériques ; homo- ou hétéromérique. Ces mécanismes pourraient être 

étudiés par PLA (Proximity Ligation Assay), FRET/BRET, ou crosslinking par acides aminés 

photo-activables. Le rôle des N-ter et C-ter dans ces processus va également être recherché.  

Enfin, l’ensemble des processus étudiés dans cette partie de mon projet, comme la stabilité, 

l’expression à la membrane, l’endocytose/recyclage, la dégradation, le trafic intracellulaire et 

la dimérisation vont être également réalisés, en présence des ligands PROK1 ou PROK2 pour 

évaluer leurs effets.  
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Abstract 

Prokineticin 1 and prokineticin 2 are two secreted proteins 

that belong to the prokineticin family. The two ligands act 

via two G protein-coupled receptors, PROKR1 and 

PROKR2 to induce cell’s proliferation, migration, invasion 

and permeability. They mostly act on epithelial, endothelial 

and immune cells. Deregulations in the expression of the 

ligands and/or the receptors of this family have been 

associated with both tumor and non-tumor pathologies of 

the reproductive system. In these pathologies, prokineticins 

have been reported to be associated with strong angiogenic 

and inflammatory activities. While their direct involvement 

in some threatening reproductive non-tumor pathologies 

such as kallmann syndrome, polycystic ovaries, 

preeclampsia and fetal growth restriction are well 

established, their role and their consideration as potential 

targets in the tumors of the reproductive system are stil 

debated. This review will address the multifaceted roles of 

prokineticins and their receptors in reproductive cancers. 

Especially, the review will address the role of the 

prokineticin system in two female cancers, the ovarian 

cancer and the gestational cancer, Choriocarcinoma. The 

two types of cancer differentially express the prokineticin 

ligands at their early developmental stages, leading to 

different overall responses to be adapted when 

antagonisation of the prokineticin system is proposed. The 

review will summarize recent advances in the 

understanding of the prokineticin system’s involvement in 

the reproductive cancers, discuss its multifaceted roles in 

relation to prokineticin’s actions and proposes associated 

therapies. 

 

Keywords: Prokineticin; Reproductive cancer; Targeted 

therapies; Immune system; Prokineticin antagonists 

 

 

1. Prokineticin Family 

In mammals, the prokineticin family is composed of two 

members, the prokineticin 1 (PROK1) also called EG-

VEGF (Endocrine Gland-derived Vascular Endothelial 

Growth Factor) and the prokineticin 2 (PROK2) also called 

Bv8 [1, 2]. EG-VEGF is transcribed from the prok1 gene 

composed of three exons located on chromosome 1 in 1p21 

[3, 4]. The gene that transcribes PROK2 is located on the 

chromosome 3 at 3p13.  

 

Prokineticins and their receptors are expressed in various 

tissues such as ovary, testis, adrenal gland, placenta, uterus, 

brain, digestive tract and bone marrow [5-7]. In many 

organs prokineticin’s expression has been shown to be 

dynamic throughout physiological processes such as, 

circadian rhythm [8] menstrual cycle [9] and throughout 

pregnancy [10, 11]. In these systems, prokineticins have 

been shown to be regulated by local effectors and/or 

endocrine hormones. In the ovaries PROK1 is regulated by 

-hCG (human Chorionic Gonadotropin), estrogen and 

FSH [12-14]. In the placenta PROK1 has been shown to be 

regulated by hypoxia, hCG and PPAR [10, 15, 16]. 

 

The prokineticins are secreted protein that act through their 

binding to two G protein-coupled receptors (GPCRs) [1, 2], 

the prokineticin receptor 1 (PROKR1) and the prokineticin 

receptor 2 (PROKR2). The prokineticin receptors were 

discovered simultaneously by three research teams [1, 2]. 

They belong to the GPCR family, with seven 

transmembrane domains that interact with heterotrimeric G 

proteins. PROKR1 and PROKR2 were initially called 

GPR73A and B, then receptors of prokineticin 1 and 

prokineticin 2, respectively. They share 85% homology in 

their amino acid sequence, but differ in their N-terminal 

parts [1, 2, 17].  
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Strong similarities were found in their transmembrane 

domains, suggesting similarities in their mechanisms of 

activation [17]. In human, the prokr1 and prokr2 genes 

include two exons and are located on two different 

chromosomes. The prokr2 gene is located on chromosome 

2 at 2q14 and prokr1 gene is located on chromosome 20 at 

20p13 [1]. The two prokineticins act as powerful ligands for 

both PROKR1 and PROKR2 receptors. Interestingly, 

differential and tissue-specific expressions were reported 

for the two receptors. PROKR2 is abundantly expressed in 

the brain and testes, while PROKR1 is mainly expressed in 

peripheral tissues such as the spleen, prostate, pancreas, 

heart and blood cells. In the reproductive system, high 

levels of both receptors have been reported in the testis, 

ovary, endometrium and placenta [6, 9, 12, 18, 19]. 

 

Several studies have been carried out to determine the 

affinity of the two ligands to their receptors. It clearly 

appears that PROK2 exhibits higher affinity for PROKRs 

(EC50 of 4.5 ± 0.8 nmol/L for PROKR1 and 6.4 ± 1.3 

nmol/L for PROKR2) [20], whereas PROK1 exhibits a 

moderate affinity for both receptors (EC50 of 27.6 ± 8.2 

nmol/L for PROKR1 and 52.2 ± 16.4 nmol/L for 

PROKR2). Distinct expression patterns of the prokineticins 

and their receptors have been reported in various tissues, 

providing the cue for their tissue-specific biological 

functions [5-7]. In addition, the differential pattern of 

expression of G-proteins plus the multiple types of G-

proteins that can couple to these receptors further increase 

the functional complexity of the system. PROK1 and 

PROK2 bind to PROKR1 and PROKR2, which can be 

coupled to Gi, Gs and Gq to activate MAPK/Akt, induce 

cAMP accumulation and calcium mobilization [20].  

 

 

 

2. Prokineticins and Diseases 

Prokineticins were first identified as potent agents 

stimulating the muscle contraction of the gastrointestinal 

tract [14, 21]. Later, PROK1 was shown to mediate 

proliferation and differentiation of the enteric neural crest 

cells during the enteric nervous system (ENS) development 

[22]. Since their discovery, prokineticin proteins have been 

associated with two key biological functions, angiogenesis, 

including vascular remodeling, and inflammation [6, 23, 

24]. Over the last two decades, research articles on the 

prokineticins have either studied their role in angiogenesis 

and neovascularization or in inflammation [6, 23, 24]. 

However, few studies have addressed combined actions of 

the prokineticins in a given physiological or pathological 

process. 

 

A determinant factor that links the biology of prokineticins 

with vascular remodeling is the hypoxic environment which 

develops upon a vascular damage and which is known to 

up-regulate prokineticins. Importantly, both PROK1 and 

PROK2 promoter regions have response elements for the 

hypoxia inducible factor (HIF-1) [6, 23, 24]. In several 

studies, prokineticins have been reported as potent 

angiogenic factors and their receptors are highly expressed 

in both microvascular and macrovascular endothelial cells 

[6, 23]. 

 

PROK1 was reported as a potent angiogenic factor that 

promotes angiogenesis in various steroidogenic glands [4, 

8, 10]. In relation to inflammatory processes, both ligands 

were reported to activate this process. However, unlike 

PROK1, PROK2 is more associated with this process as it 

is expressed in the bone marrow. PROK2 is also reported as 

the preferential prokineticin expressed by immune cells as it 

acts as a potent chemoattractant for monocytes and 
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neutrophils [24, 25]. It also induces survival, differentiation 

and activation of the granulocytic and monocytic 

lineages [26]. To fulfil the angiogenic and inflammatory 

functions, prokineticins and their receptors have been 

reported to be involved in the control of multiple processes 

including proliferation, differentiation, invasion and 

migration of the target cells. These effects are mainly 

represented by endothelial and epithelial cells for the 

angiogenic processes and by immune cells such as 

monocytes, macrophages and neutrophils for the 

inflammatory processes [26, 27]. 

 

While, the prokineticin system has been reported to be 

associated with numerous diseases, its association with the 

reproduction-associated pathologies is the most investigated 

[13, 28-30]. Since their discovery, multiple studies 

highlighted the direct involvement of the prokineticin 

system in the development of severe reproduction 

pathologies, such as the polycystic ovarian syndrome 

(PCOS), the congenital diseases, named Kallmann 

syndrome, the Hirschsprung disease [30-32] and multiple 

pregnancy-associated pathologies [6, 10, 16, 33-35]. 

Nevertheless, the majority of the studies in relation to the 

reproductive system emanated from their involvement in 

placental development, during pregnancy. In relation to 

pregnancy pathologies, PROK1 constitutes the master 

member. In fact, strong evidences established the direct 

involvement of PROK1/PROKRs system in physiological 

and pathophysiological aspects of pregnancy; these include 

clinical, in vitro, ex vivo, and in vivo studies [6, 10, 16, 33-

36]. Through its receptors PROKR1 and PROKR2, PROK1 

controls the proliferation and invasion of trophoblast cells 

to ensure the establishment of the fetomaternal circulation, 

along with direct effect on intravillous vasculature to ensure 

vascular branching and angiogenesis [6, 10, 11]. Beside its 

physiological effect, PROK1 and its receptors have been 

reported to be causative and/or compensatory factors in 

most of the threatening pathologies of pregnancy, such as 

preeclampsia and fetal growth restriction [37,38]. Also, 

PROK1 has been designated as a new noninvasive 

biomarker of successful embryo implantation and oocyte 

competence in conventional in vitro fertilization-embryo 

transfer [34, 39, 40]. 

 

2.1 Prokineticin’s and Reproductive Tumor 

Diseases  

Due to their wide spectrum of actions, notably as potent 

angiogenic and immunoregulatory factors and to the fact 

that both PROK1 and PROK2 are activated by the most 

potent environmental cue of angiogenesis and 

tumorigenesis, the oxygen tension; investigators have 

searched for the PROKs/PROKRs system involvement in 

cancer development in a variety of tissues [4, 22, 36, 41-

49]. While numerous studies reported deregulations of 

PROK1, PROK2 and/or their receptors in a wide range of 

cancers, few studies brought evidences for their direct 

involvement in cancer development and progression [22, 

36, 41, 46, 50]. 
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Cancer Type 

 

Prokineticin 

involved 
Origin 

Role in tumor 

progression 

Prokineticin-

targeted therapies 

References 

 

Neuroblastoma 

 

 

PROK1, PROKR1, 

PROKR2 

Neuroblastoma cells 

 

 

Cancer 

progression 

Not tested 

 

22 

 

 

Colorectal 

cancer 

PROK1, PROK2, 

PROKR1, PROKR2 

Cancer cells 

 

Increased with 

malignancy 

Tested: anti-

PROK1 antibody 

42, 68 

 

 
Head and neck 

cancer 

PROKR1, PROKR2 

 

Epithelial cells 

 

Decreased with 

malignancy 

Not tested 

 

43 

 

 

Adrenocortical 

Tumor 

PROKR1, PROKR2 

 

Adrenal cortex 

 

Correlation with 

malignancy 

Not tested 

 

44 

 

 

Pancreatic 

cancer 

 

 

PROK1 

 

 

 

 

Islets, cancer-

associated stromal 

cells, endothelial 

cells 

Increased with 

malignancy, 

survival factor 

 

Not tested 

 

 

 

45 

 

 

 

Myeloid cell 

tumor 

 
 

PROK2 

 

 
 

Myloid cell, 

Granulocytes 

 
 

 

Tumoral 

angiogenesis, 

immune cells 
mobilization 

Tested: anti-

PROK2 antibody 

& antagonist 
 

50, 57 

 

 
 

Testis cancer  

 

 

PROK1 

 

 

Leydig cell 

 

 

 

Increased vessel 

density 

angiogenesis 

Not tested 

 

 

4, 48 

 

 

Prostate cancer 

 

 

 

PROK1, PROK2, 

PROKR1, PROKR2 

 

Epithelial cells 

 

 

 

Increased 

expression with 

malignancy 

Not tested 

 

 

47 

 

 

 

Choriocarcinoma 

 

 

PROK1, PROKR1, 

PROKR2 

 

Trophoblast cells 

 

 

Contribution into 

cancer 

progression 

 

Tested: PROKR1 

and PROKR2 

antagonists 

36 

 

 

Ovarian 

carcinoma 
 

PROK1 

 
 

Cancer cells, 

stromal cell, 
leukocytes 

 

Increased with 

malignancy but 
still a debate 

Not tested 

 
 

41, 46, 49 

 
 

 

Table 1: Reports an updated list of the different type of tumors that were investigated in relation to the potential involvement 

of the prokineticin family in their growth, progression and/or aggressiveness. 

 

As exemplified through this listing, the prokineticin system 

appears to be deregulated in many types of cancers. 

However the involvement of the ligands and/or their 

receptors is tightly dependent on the type of cancer, on its 

severity and its localization within the affected tissue. 

Because most of the examined cancers in relation to the 

prokineticin system emanate from descriptive studies 

involving cohorts enrolled at advanced stages of cancer, it 
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is difficult to conclude on whether the deregulation of 

PROK system is a cause or consequence of the cancer. 

Nevertheless, most of the data confirmed the deregulation 

of prokineticins at these stages, suggesting their tight 

association with cancer’s aggravation. In these cases, their 

deregulations should rather be considered as consequences 

of the disease.  

 

Because most advanced and far-reaching studies on 

prokineticins and cancer have been investigated in the 

reproductive system, the following sections will report the 

updated investigations on prokineticins in relation to 

prostate, testis, ovarian and placental cancers. These 

subsections will report the associated deregulated member, 

its role in the development and /or progression of the 

related cancer and will propose associated therapies, when 

applicable.  

 

2.1.1 Prokineticins in the prostate and testicular cancers 

PROKs and their receptors are expressed in the testis and 

the prostate. In the prostate, PROK1 is localized in the 

glandular epithelial cells and PROK2 as well, as the two 

receptors are expressed in the prostate epithelial cells [47]. 

In the testis, PROK1 is predominantly expressed in 

testosterone-producing Leydig cells, whereas PROK2 

expression is restricted to primary spermatocytes [4, 6, 10]. 

The PROKRs are also expressed in vascular endothelial 

cells in the testis [4, 13]. Importantly, adenoviral delivery of 

PROK1 or PROK2 to the mouse testis resulted in a potent 

angiogenic response [4], suggesting that PROKs contribute 

with other factors, such as VEGF-A, in the maintenance of 

the integrity and the proliferation of the blood vessels in 

this organ. The exact role of each of these receptors and 

their implication in the physiology of prostate and testis 

functions remain to be elucidated. 

 

In relation to prostate cancer, the PROK1 expression has 

been reported to be elevated in the prostate compared to 

healthy individuals. These levels were correlated to the 

cancer’s malignancy [47]. Thus, the levels of PROK1 could 

be useful for prostate cancer outcome evaluations and can 

be used as a target for prostate cancer treatment in the 

future. Regarding the testis cancer, few studies investigated 

prokineticins involvement in the development and or 

progression of this cancer. In a study comparing PROK1 

levels of expression in different testicular tumors, including 

Leydig cell tumors, seminomas and non-seminomatous 

germ cell tumors, it has been reported that PROK1 

ispredominantly expressed in Leydig cell tumors. The 

PROKRs have also been reported to be expressed in the 

testicular endothelium, suggesting an involvement of the 

PROKs/PROKRs system in neoplastic testicular 

angiogenesis [48]. 

 

2.1.2 Prokineticins in the ovarian cancer 

In the ovary, the representative and most abundant member 

is the PROK1, as numerous studies demonstrated that 

PROK2 is weakly or not expressed in the female 

reproductive organs [51]. PROK1, as well as its receptors 

have been reported to be strongly involved in physiological 

and pathophysiological processes of the ovary. In this 

organ, the expression of PROK1 fluctuates according to the 

ovarian cycle and is mainly associated with the secretary 

phase with a direct role in the maintenance of corpus 

luteum vascularization [12]. PROK1 is secreted during the 

follicular phase by granulosa cells of the primordial and 

primary follicles. Upon ovulation, PROK1 is secreted by 

granulosa lutein cells and its expression rises throughout the 

luteal phase with a peak during the very late stage [12]. 

Interestingly, PROK1 mRNA levels are also elevated in 

apoptotic tissues, especially during the corpus luteum 

regression or in the atretic follicles [18]. To fulfil this 
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pattern of expression in the ovary, PROK1 has been 

reported to be controlled by a panel of key ovarian 

regulatory factors, such as hCG, estrogen, FSH, oxygen 

tension and thrombin [12]. These events being associated 

with inflammation, it has been demonstrated that PROK1 

triggers an onsite recruitment and activation of monocytes 

[18]. Study of gene expression profiles comparing VEGF, 

the major factor of the ovarian angiogenesis, and EG-VEGF 

revealed that their profiles rarely overlapped and seem to 

exhibit complementary type of functions during the ovarian 

cycle [18].  

 

Given the above-described roles for PROK1 in the 

angiogenic and in the inflammatory processes in the 

ovaries, it was expected that deregulations in the 

PROK/PROKR system could be associated with the 

development of severe ovarian diseases. In this context, 

several studies reported prokineticins deregulation in the 

Polycystic ovarian syndrom (PCOS) [53]. Moreover, 

implication of prokineticins has also been investigated in 

ovarian cancer.  

 

Ovarian cancer is the 5th cause of cancer deaths in women 

and it has the highest rate of death among gynecological 

cancers [54]. Malignant tumors that originate from the 

epithelium account for more than 90% of ovarian cancers. 

Among these is the high grade serous ovarian cancer; it 

accounts for nearly 70% of all ovarian cancers and is 

considered as the most threatening one [55]. Despite 

substantial survival benefits, chemotherapies are highly 

toxic and numerous patients develop resistance within few 

months after the first treatment. Therefore, there is still a 

need for efficient and less harmful treatment for this cancer 

[55].  

 

Despite the fact that PROK1 is no longer detectable after 

menopause in the ovaries, some studies reported PROK1 

positive cells at the tumors' periphery [56]. Two other 

studies reported significant correlations between PROK1 

increased expression and the aggressiveness of the cancer, 

suggesting its potential consideration as a therapeutic target 

for this cancer [41,46]. On the contrary, Zhang et al. 2003 

demonstrated that PROK1 mRNA levels decreased in the 

later stages of ovarian tumor development compared to 

premenopausal ovaries or early stages carcinomas [49]. 

Furthermore, in the same study, it was reported that PROK1 

was secreted by the tumor microenvironment and especially 

by tumor-infiltrating T cells [49]. Importantly, the 

observation that PROK1 was mainly expressed by immune 

infiltrating cells in the ovary has been substantiated by 

other studies demonstrating that prokineticins could not 

only be expressed by tumor cells but also by immune cells 

in the tumor microenvironment [57]. Altogether, these 

findings strongly suggest that the balance between the 

angiogenic and the pro-inflammatory functions of the 

prokineticins in a given cancer may grandly contribute to 

the development and or progression of that cancer. While 

the role of the PROKs in the angiogenic process that 

accompany the early stages of ovarian cancer is strongly 

proposed, their expression by the local immune cells 

suggests that these proteins could be considered as specific 

targets to attenuate inflammatory associated reactions in the 

ovarian cancer.  

 

2.1.3 Prokineticins in the placental cancer 

Since the first ontology study on prokineticins, published 

by Ferrara et al in 2001, the human placenta appeared as a 

strong site of PROK1/PROKRs expression [3]. Publications 

following this first identification confirmed the strong 

expression of the PROKs, especially that of PROK1 and its 

receptors in the human placenta [13, 29, 58]. However, 
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most of these studies considered one gestational age that 

often corresponded to placentas collected at term 

pregnancies [29, 58]. Since 2006, more comprehensive 

studies [6, 10, 11, 23, 30, 33, 36, 37] reported complete 

profile, pattern, and regulations of the prokineticins during 

human pregnancy. Also, these studies investigated their 

involvement in the development of the most threatening 

pathologies of pregnancy [6, 10, 11, 30, 36, 37]. Briefly, 

those findings demonstrated that PROK1 was highly 

expressed during the first trimester of pregnancy, with the 

strongest localization in the syncytiotrophoblast and 

Hofbauer cells (placental macrophages). PROKR1 was 

mainly expressed in non-differentiated cells, while 

PROKR2 prevails in the differentiated cells, such as the 

syncytiotrophoblast and the extravillous trophoblasts 

(EVT). These studies also demonstrated that both PROKR1 

and PROKR2 were expressed by placental micro- and 

macro-vascular endothelial cells [23]. Through its actions 

on PROKR1 and PROKR2, PROK1 has been reported to 

control trophoblast proliferation, migration and invasion. Its 

actions on the endothelial cells mainly concerned its effect 

on their proliferation and permeability [10, 11].  

 

Because PROK1 is a circulating protein, its levels were 

examined throughout pregnancy and used to compare 

normal and pathological pregnancies. Circulating levels of 

PROK1 in non-pregnant women are about 50 pg/ml. These 

amounts increase five times during the first trimester of 

pregnancy to reach 250 pg/ml and significantly fall during 

the second and third trimesters of pregnancy to reach 70 

pg/ml [23]. Importantly, deregulated PROK1 levels were 

observed in threatening pathologies of pregnancy such as 

preeclampsia and fetal growth restriction [11, 37]. In 

relation to these conditions, PROK1 is proposed as a new 

diagnostic and/or prognostic biomarker [11, 37].  

 

Given the direct involvement of PROK1 and its receptors in 

the control of key aspects of placental development during 

the first trimester of pregnancy and its deregulation in 

pregnancy pathologies, the PROK1/PROKRs appeared as 

potential targeted proteins. While no study has yet 

addressed this topic in relation to pregnancy pathologies, 

such as preeclampsia and FGR, a recent study reported the 

involvement of PROK1 and its receptors in the 

development and progression of gestational 

choriocarcinoma (CC) and proposed therapeutic options 

through the targeting of the receptors [36]. 

 

Gestational CC is a malignant trophoblastic tumor that can 

develop from a normal or abnormal pregnancy [59]. Most 

often, this malignant lesion appears following complete 

(CHM) or partial hydatidiform mole (PHM), a spontaneous 

abortion, or an ectopic pregnancy [59]. Patients who 

acquire CHM or PHM have a high risk of developing CC. 

However, this risk is much higher for CHM (20%) 

compared to PHM (1.5%). It is well established that the 

progression of MHC towards a CC is governed by the 

acquisition by trophoblastic cells of a hyperproliferative 

character [60]. This phenomenon is reflected in a second 

step by the appearance of cellular clusters, which acquire a 

migratory and invasive phenotype. CC is a very metastatic 

tumor due to the invasive and intrinsic property of 

trophoblastic cells. Diagnosis and monitoring of CC 

progression are currently based on the measurement of 

circulating levels of -hCG (human chorionic 

gonadotropin), secreted by syncytiotrophoblast cells [61]. 

 

As reported above, PROK1 acts as a novel placental growth 

factor which controls trophoblast proliferation, invasion and 

is upregulated by hypoxia and by hCG, two key parameters 

of tumorigenesis. Altogether, these data suggested that the 

PROK system might be involved in the development and or 
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progression of this cancer. In this context our laboratory 

recently deciphered the role of PROK1 and its receptors in 

the development of this cancer through, a clinical study 

using a distinctive cohort of CHM and CC patients; an in 

vitro study using the human choriocacinoma cell line, the 

JEG-3; and an in vivo study using a recent animal model of 

CC. This study demonstrated that both placenta and 

circulating PROK1 levels were significantly increased in 

CHM and CC; that PROK1 increased JEG-3 proliferation, 

migration and invasion in 2D and 3D culture systems and 

that these observations were substantiated using the 

developed animal model [36]. To better characterize the 

type of receptor involved in these effects, non-peptide 

specific antagonists for PROKR1 and PROKR2 were 

employed [8, 62]. Importantly, our data showed that the 

antagonization of PROK1 receptors reduced JEG-3 

tumorigenesis in vitro and in vivo and that the PROKR2 

antagonist was more potent in mediating these effects [36]. 

Because, the actual measurements of circulating -hCG 

have been reported to be associated with the generation of 

false positives, requiring some patients to undergo invasive 

and unnecessary therapeutic procedures such as 

chemotherapy, hysterectomy, and other surgeries [50], the 

study by Traboulsi & al offers the possibility to consider 

circulating PROK1 as potential diagnostic biomarker for 

CC progression. Also, this study proposes the 

antagonization of its receptors as potential therapy to treat 

gestational CC. This may provide safe and less toxic 

therapeutic option compared with the currently used multi-

agent chemotherapies. 

 

3. Antagonisation of the Prokineticin System as a 

Therapeutic Opportunity for Reproductive 

Cancers 

The prokineticin system is equally involved in angiogenic 

and inflammatory processes, which are two key routes that 

drive cancer development and progression. In relation to 

angiogenesis, PROKs and especially PROK1 inhibition has 

been proposed as combinatory option of therapies that 

target the most angiogenic factor, the VEGF. This was very 

attempting, because the effects of both factors in regards to 

the angiogenic processes were somewhat complementary. 

Beyond this important aspect, patients treated with anti-

VEGF therapies show strong refractoriness [63], suggesting 

that exploration of new anti-angiogenic therapies that target 

less ubiquitous and more tissue-specific factors such as 

prokineticins might lead to better results. This can be 

applicable for reproductive cancers that affect the ovary and 

the placenta. 

 

In regards to the prokineticin system involvement in 

inflammation, growing literature is addressing their local 

role in regulating immune responses. To date, these studies 

mainly reported the involvement of PROK2 in these 

functions [64]. In the case of ovarian cancer, PROK2 was 

shown to be expressed by components of the immune 

system, especially the myeloid cells and macrophages [49, 

63]. These cells have been reported to represent a crucial 

cell subpopulation responsible for the refractoriness to anti-

VEGF treatment [49, 63]. These data strongly suggest that 

therapies targeting not only PROK1 for its pro-angiogenic 

effects, but also PROK2 for its mediated refractoriness 

responses can advance the treatment of cancers that 

overexpress these proteins, such as the ovarian cancer. 

Figure 1 reports a cartoon that illustrates these conclusions. 

The panel A shows an active vascularized tumor secreting, 

among other angiogenic and pro-inflammatory factors, the 

prokineticin ligands (PROK1 and PROK2) and expressing 

their receptors. The increased secretion of prokineticin is 

potentiated by the tumor hypoxic environment. The 

secreted prokineticins are part of the first signals that allow 

immune cells mobilization towards the tumor’s 
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microenvironment. Once at the tumor site, the immune cells 

will in turn, contribute to the exacerbation of prokineticins 

secretion, inducing tumor cells proliferation, migration and 

invasion. Panel B shows the same phenomenon but in the 

presence of PROKR1 and /or PROKR2 antagonists. In this 

case, the prokineticin receptors will be occupied by the 

antagonists, which consequently leads to a significant 

decrease in all prokineticins’ mediated effects. In this 

schematic, blocking antibodies are also proposed as 

targeted therapy. 

 

 

 

 

Figure 1: Reports a proposed model for tumor development in the absence or presence of targeting molecules ( antagonists or 

antibodies) of PROK receptors. 

 

Importantly, several studies have shown that the use of 

antagonists or antibodies against PROK2 in vivo, 

significantly decreased tumor growth in poorly and highly 

vascularized cancers [49, 63]. These effects were similar to 

those obtained with anti-VEGF treatments and the 

combination of both treatments was sometimes even more 

efficient [49, 63]. Through the inhibition of the prokineticin 

signaling, the tumor vasculature is no longer expanding; it 

acquires necrotic properties and exhibits a decrease in the 

production and secretion of pro-inflammatory cytokines.  

 

Altogether these findings, strongly propose that therapies 

targeting prokineticins will not only be efficient to attenuate 

their pro-angiogenic activities but also to decrease their 

exacerbation of inflammatory responses within the tumor. 

 

4. Conclusion and Perspectives 

To date, the proposed therapies that target the prokineticin 

system are mainly based on the antagonization of its 

receptors and have only been used in vitro, ex vivo and in 
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animal models [30, 65, 66]. Although more in vivo and 

translational studies are still needed to consider the use of 

these antagonists in human, they have shown beneficial 

effects in in vivo models. In fact, both antagonists exhibit 

analgesic effects and control the nociceptive process that is 

mediated by inflammatory pathologies [67]. More 

importantly, the treatment of the gravid CC mice with 

antagonists allowed the maintenance of the gestation with 

fewer resorbed fetuses compared to non-treated mice [36]. 

Altogether, these data advocate a strong therapeutic 

potential for these two antagonists when used solely or in 

combination with actual anti-angiogenic or anti–

inflammatory molecules. 

 

Because growing literature demonstrate that angiogenic 

factors are often involved in local immunosuppressive 

effects in the tumor microenvironment, one can speculate 

that this can also be the case for prokineticins as they are 

strong angiogenic factors and are highly expressed by 

monocytes that generate myeloid dendritic cells, involved 

in immnossupressive effects. Thus, the anatgonistaion of 

the prokineticin signaling can serve to control two arms of 

tumor development, angiogenesis and immunosuppression.  
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Abstract: Cystic fibrosis (CF) is caused by mutations in the gene encoding the CF Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR), an apical chloride channel. An early inflammation (EI) in the lung
of CF patients occurring in the absence of any bacterial infection has been reported. This EI has
been proposed to be associated with oxidative stress (OX-S), generated by deregulations of the
oxidant/antioxidant status. Recently, we demonstrated that copper (Cu), an essential trace element,
mediates OX-S in bronchial cells. However, the role of this element in the development of CF-
EI, in association with OX-S, has never been investigated. Using healthy (16HBE14o-; HBE), CF
(CFBE14o-; CFBE), and corrected-wild type CFTR CF (CFBE-wt) bronchial cells, we characterized the
inflammation and OX-S profiles in relation to the copper status and CFTR expression and function.
We demonstrated that CFBE cells exhibited a CFTR-independent intrinsic inflammation. These cells
also exhibited an alteration in mitochondria, UPR (Unfolded Protein Response), catalase, Cu/Zn- and
Mn-SOD activities, and an increase in the intracellular content of iron, zinc, and Cu. The increase in
Cu concentration was associated with OX-S and inflammatory responses. These data identify cellular
Cu as a key factor in the generation of CF-associated OX-S and opens new areas of investigation to
better understand CF-associated EI.

Keywords: inflammation; cystic fibrosis; oxidative stress; CFTR; copper; lung

1. Introduction

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease characterized by viscous mu-
cus [1] and abnormal ion transport across the apical plasma membrane (PM) of the gas-
trointestinal and the pulmonary epithelia [1]. CF is caused by mutations in the CFTR gene
that encodes for CF Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) protein, an apical
transmembrane cAMP-regulated chloride (Cl−) channel [2]. Currently, there are more than
2000 mutations identified in the CFTR gene and classified according to their consequences
on the CFTR activity, expression, or localization (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/,
accessed on 14 January 2021).

The most common CF mutation corresponds to a deletion of a phenylalanine (F) at
position 508, F508del-CFTR. This mutation causes an abnormal conformation to F508-del-
CFTR, leading to its recognition, retention, and degradation at the endoplasmic reticulum
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(ER) compartment [3]. However, even if the gating of the channel is affected by the F508
deletion, the mutated protein retains some functionality as a Cl− channel [4]. The absence
of a functional CFTR at the plasma membrane deregulates ions and water flux, leading
to dehydrated secretion, thick mucus, reduced clearance of inhaled particles, including
bacteria. This also leads to persistent infection and chronic inflammation, two major causes
of the severe morbidity and mortality in CF population [1,5]. The CF airway contains large
concentrations of several pro-inflammatory mediators, including tumor necrosis-α (TNFα),
interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8, and IL-17 [5,6]. Importantly, secretion of these inflammatory
mediators has been reported to be influenced by alterations in CFTR function [7]. An
activation of the pro-inflammatory nuclear factor-κB (NF-κB) has also been reported in
CF-Knockout mice [8]. The CF airway epithelium is also characterized by a decrease in
the secretion of anti-inflammatory mediators, such as IL-10 [9]. Importantly, even in the
absence of bacterial or viral pathogens, exacerbated inflammation has been observed in the
respiratory tract of CF infants [10–14]. The origin of this inflammation has been a matter of
debate and appeared to be the consequence of a hyperactivation of the NF-κB transcription
factor and an ER retention of the CFTR-F508del [15].

Nevertheless, CFTR correction in CF epithelial cells did not reverse the levels of
secreted cytokines, suggesting an intrinsic activation of inflammatory processes in these
cells [16,17].

The inflammatory response in CF is complex, and involved different stimuli, including
oxidative stress (OX-S) [18,19]. OX-S is defined as a disequilibrium in the balance between
pro- and anti-oxidative factors [20]. The prominent of the pro-oxidants responses manifests
by an increase in the levels of the reactive oxygen species (ROS) [20]. In CF, ROS levels
are increased and participate in the injury of the lung by overwhelming endogenous
antioxidant defenses [21,22].

The disequilibrium between pro- and anti-oxidant response causes the release of
inflammatory mediators that damage the epithelial cell surface, along with an impairment
of bacterial clearance [21,22]. The link between CF-associated OX-S and CFTR defects has
previously been reported [22]. ER retention of unfolded CFTR-delF508 protein has been
associated with the activation of the UPR (Unfolded Protein Response), and ER calcium
expansion [23]. Additionally, CFTR dysfunction has been associated with an innate defect
in the metabolism of glutathione (GSH), characterized by low GSH levels in the bronchial
epithelial liquid [24]. Moreover, low activity of copper-(Cu) and zinc-(Zn) dependent
superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD) and mitochondrial dysfunction have been observed in
cells with abnormal CFTR expression [25,26]. Importantly, all these systems are sensitive to
copper homeostasis. This metal acts as an activator for Cu/Zn-SOD, as a natural substrate
for the chelation by GSH, and as an electron source for mitochondrial activity [27]. In
addition, copper is also an important trace element for numerous cell functions. However,
it becomes toxic when its cellular homeostasis is disrupted. Copper-induced oxidative
stress has been documented in vitro and in vivo [27], yet in vitro investigations on metal-
induced oxidative stress, in relation to CF inflammation and CFTR expression and activity,
have not been conducted in bronchial epithelial cells.

In the present study, we characterized three major processes of the development of
the inflammation in CF bronchial cells, namely (i) oxidant and antioxidant statuses in
healthy bronchial epithelial (HBE), CF bronchial epithelial (CFBE), and CFBE-wt cells;
(ii) the inflammation profiles, and (iii) the role of CFTR and copper in redox balance and
inflammation.

We demonstrated that CF bronchial epithelial cells exhibit, (i) elevated levels of ROS
and catalase activity, (ii) decreased Cu/Zn- and Mn-SOD activity, and (iii) increased copper,
iron, and zinc concentrations. Furthermore, we characterized the relationship between
inflammation and the OX-S and unmasked the role of copper in CF-associated inflammatory
processes.
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2. Material and Methods
2.1. Cell Culture

The experiments were performed using human bronchiolar epithelial cell lines:
16HBE14o- (abbreviated as HBE), expressing wild-type CFTR; CFBE41o-derived from
a CF patient (abbreviated as CFBE), homozygous for the dF508 mutation (dF508/dF508);
CFBE-wtCFTR (abbreviated as CFBE-wt), CFBE41o-cells stably transfected with wt-CFTR
protein (a generous gift from Dieter Gruenert, University of California at San Francisco,
CA, USA). The HBE cells were used in this study because they have the capacity to form
monolayer cells that are similar to the bronchial tissue [28].

The cells were grown in Eagle’s minimal essential medium (EMEM) (Thermofisher,
France) supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest, France) at 37 ◦C under
5% CO2. The cells were grown in plastic dishes coated with an extracellular matrix
containing fibronectin, collagen, and bovine serum albumin. Where indicated, cells
were treated with a vehicle; with different concentrations of copper sulfate (CuSO4); of
bathocuproine disulphonate (BCS), a copper chelator; or with the CFTR chloride channel
inhibitor, CFTRinh-172 [29] for the indicated times. Copper was tested from 50–150 µM.
The concentration 100 µM was used in our experiments as it led to a significant increase
in the intracellular copper concentration after 24 h, without causing significant harmful
effects [28].

2.2. Measurement of the cAMP-Stimulated Iodide Conductance of the Plasma Membrane

The plasma membrane cAMP-dependent halide conductance of tested cells was
determined using iodide efflux technique, as previously described [30]. Iodide efflux was
initiated by replacing the loading buffer with efflux medium (composed of 136 mM nitrate).
The extracellular medium was replaced every minute with the efflux buffer (1 mL). After
a steady state was reached, the intracellular cAMP level was raised by agonists (10 µM
forskolin, 0.2 mM CTP-cAMP, and 0.2 mM isobutyl-methyl xanthane) to achieve maximal
phosphorylation of the CFTR protein. The collection of the efflux medium resumed for
an additional 6–9 min. The amount of iodide in each sample was determined with an
iodide-selective electrode (Orion), and the cAMP-I efflux peaks were plotted.

2.3. Extraction of Total RNA and Reverse Transcription

Total RNA was extracted from the cells according to the manufacturer’s protocol
(RNAgents; Promega, Charbonnières-les-Bains, Marnes-la-Coquette, France). An amount
of 1 µg of total RNA was reverse transcribed under conditions recommended by the
manufacturer (Agilent technologies).

2.4. Quantitative Polymerase Chain Reaction

The level of mRNA of UPR target genes, IRE1, ATF6, PERK, and XBP-1, has been
assessed using real-time RT-PCR (Biorad, Marnes-la-Coquette, Charbonnières-les-Bains
France). The PCR was performed using the primers shown in Table 1 and SYBR green PCR
core reagents according to the manufacturer’s instructions (Biorad, Marnes-la-Coquette,
Charbonnières-les-Bains, France). PCR conditions were as described previously [31].

The results were normalized to 18S rRNA expression levels [28]. Relative expression
was evaluated with ∆∆CT method.
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Table 1. Primers used for real-time RT-PCR. FW: Forward, BW: Backward (reverse primer).

Gene Primer Sequence 5′→3′ Size

PERK FW: TCTGTTCAGCTCTGGGTTG
TBW: CCGAAGTTCAAAGTGGCCAA 158 bp

XBP-1 FW: TGTCACCCCTCCAGAACATC
BW: AAGGGAGGCTGGTAAGGAAC 196 bp

IRE1 FW: AGCAAGAGGACAGGCTCAAT
BW: CATCTGAACTTCGGCATGGG 205 pb

ATF6 FW: GTGTCAGAGAACCAGAGGCT
BW: GGTGCCTCCTTTGATTTGCA 166 bp

2.5. Cells Lysates

For immunoblot and ELISA assays, cells were washed twice with ice-cold phos-
phate buffer saline (PBS) and lysed at 4 ◦C for 20 min in PBS containing 1% NP40, 0.5%
deoxycholic acid, and 0.1% SDS added with protease inhibitors (10 mM PMSF, 1 µM
leupetin/pepstatin A, and 1 mg/mL of iodoacetamide). Protein concentrations were
determined using the Micro BCA protein assay kit (Thermo Scientific, France).

2.6. Electrophoresis and Immunoblotting

Total cell extracts were prepared as described [30]. Protein samples were separated
by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. The blots were probed using
monoclonal anti-CFTR antibody (1 µg/mL), L12B4 (Millipore, France). Primary antibodies
were visualized by horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG and ECL
detection Kit (Covalab, France). Immunoblotting of Na+/K+-ATPase α1-subunit was
performed with the mouse monoclonal antibody (0.5 µg/mL; α6F, DSHB, University of
Iowa).

2.7. Cell Viability Using MTT Test

Cells were cultured in 96-well plates upon confluency. Following the treatments, cells
were incubated 4 h in phenol red free medium containing 10% of MTT ([4,5-dimethylthiazol-
2-yl]- 2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Sigma). The MTT solution was finally replaced
by MTT lysis solution (10% Triton X-100 and 0.1 N HCl in anhydrous isopropanol), and
the resulting optical density (DO) was determined after measurement of the difference
between 570 nm and 690 nm absorbance.

2.8. Intracellular Copper Determination

To evaluate the intracellular copper concentration, cells were collected and stored at
room temperature (RT), for at least 48 h, to allow them to completely dry and be used
for ICP-AES analysis. Samples were then vacuum-dried and mineralized in 70% nitric
acid before analysis. The Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry
(ICP-AES) with a Variant, Vista MPX instrument was used. The copper (Cu), iron (Fe), and
zinc (Zn) contents were reported in relation to the cells number (nmol/106 cells).

2.9. ROS Measurements

Cells (106 cells/well) were seeded in a 24-well plate and cultured for 24 h. The
cells were washed and changed to serum-free media and incubated with 50 µM 5-(and
6)-chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (H2DCFDA; Ther-
mofisher, Saclay, Charbonnières-les-Bains, France) for 45 min. The conversion of H2DCFDA
to fluorescent DCF was measured using a plate reader Infinte M200 (TECAN, France). DCF
fluorescence was measured at λex/λem of 495/527 nm.
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2.10. Catalase Enzyme Activity Assays

The catalase activity was determined using a spectrophotometer at 240 nm, by mea-
suring the decomposition of hydrogen peroxide (H2O2). The Beers and Sizer method was
used [32]. Specific enzyme activity (SA) was expressed as units per mg of protein.

2.11. Cu/Zn- and Mn-Superoxide Dismutase (SOD) Activities

The total SOD activities, including Cu/Zn- and Mn-SOD, was measured according to
the method of S. Marklund and G. Marklund based on the inhibition of pyrogallol (1,2,3-
trihydroxybenzene, C6H6O3) autoxidation [33]. Absorbance was measured at 420 nm for
5 min. One unit of SOD activity is defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of
pyrogallol autoxidation by 50%. To determine Mn-SOD activity, the potassium cyanide
(KCN) was added to inhibit the Cu/Zn-SOD reaction.

2.12. Glutathione Peroxidase (GPx) Activity

The GPx activity was determined according to the method of Flohe and Gunzler [34].
The reaction is based on the reduction of organic hydroperoxides to alcohols by GPx, along
with the oxidation of reduced glutathione (GSH) to oxidized glutathione (GSSG). GSSG is
then reduced by glutathione reductase (GR), in the presence of NADPH. The GPx activity
in the samples is determined through a follow-up of the decrease in NADPH absorption at
340 nm for 3 min.

2.13. Mitochondrial Isolation

Isolation of mitochondria from cell pellets was achieved using a differential cen-
trifugation procedure [35]. The pellet of bronchial cells was resuspended in 250 µL of
mitochondrial isolation buffer (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA, pH 7.5) and homogenized with 15 strokes in a Dounce homogenizer (Fisher Scien-
tific, France) on ice. To obtain mitochondria, the homogenate was subjected to differential
centrifugation steps as described previously [35].

Mitochondrial purity and efficacy of isolation were assessed by the determination of
lactate dehydrogenase (LDH) and glutamate dehydrogenase (GDH) activities.

2.14. GDH and LDH Activities

To assess mitochondrial fraction contamination by cytosolic components, we mea-
sured LDH and GDH activities in the mitochondrial and cytosolic fractions [36]. LDH
and GDH are two enzymes that are exclusively found in the cytosol and mitochondria,
respectively. Before LDH and GDH analyses, the mitochondrial pellets were resuspended
in PBS and lysed by the addition of lauryl dimethylamine N-oxide to a final concentration
of 0.3% (vol/vol). LDH activity in both fractions was determined kinetically by monitoring
the loss of NADH at 340 nm for 10 min. GDH activity was determined as previously
reported [37]. The assay quantified GDH activity based on the consumption of NADH
in the transamination of α-ketoglutarate (oxoglutarate) monitored at 340 nm. Purity and
isolation efficiency were expressed as the percentage of the total activity of LDH and GDH
in the samples.

2.15. Aconitase and Fumarase Activity Assays

Before the determination of the aconitase activity, freshly isolated mitochondria were
suspended in 0.5 mL of buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) and 0.6 mM MnCl2
and sonicated for 2 s. Aconitase activity was measured using a spectrophotometer by
monitoring the formation of cis-aconitate from added iso-citrate (20 mM) at 240 nm and
25 ◦C. Fumarase activity was determined by measuring the increase in absorbance at
240 nm at 25 ◦C in the reaction mixture to which 30 mM potassium phosphate (pH 7.4),
and 0.1 mM L-malate were added. Aconitase and fumarase activities were expressed as
units per µg of protein.
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2.16. Cytokine Secretion by Sandwich ELISA

Interleukins (IL) 1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 (A, E, F) and tumor necrosis factor-alpha
(TNFα) released into the culture media and present in proteins extract were assayed using
a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay kit (R&D Systems). According to
the manufacturer, the sensitivity of this assay system is less than 10 pg/mL.

For ELISA assays used of this study, very low auto-fluorescence was detected in the
absence of any treatment. The value of this auto-fluorescence was systematically subtracted
from the experimental values.

2.17. Statistical Analysis

Differences between mean values were compared by Student’s unpaired two-tailed
t-tests using SigmaStat (Jandel Scientific Software, SanRafael, CA, USA). Data are expressed
as mean ± SEM, unless otherwise indicated. Significance was set at a two-tailed p value
of 0.05.

3. Results
3.1. Bronchial Epithelial ROS Production Is Independent of CFTR Expression and Function

CF airway epithelial cells and neutrophils exhibit constitutive oxygen-derived reactive
oxygen species (ROS) generation that leads to irreversible lung damage [38,39]. However,
the role of CFTR in bronchial epithelial ROS generation is still not clear. Using the well-
characterized transformed healthy (HBE) and CF (CFBE) bronchial epithelial cells, we
determined the role of CFTR in ROS production.

First, we characterized the CFTR expression and function in the bronchial epithelial cell
model. Using Western blot analysis (Figure 1A) and image J quantification (Figure S1A), we
detected CFTR protein in HBE, CFBE, and CFBE-wt protein extracts. The analysis showed
the presence of the complex- (black arrow) and the core- (white arrow) glycosylated forms.
Our results also confirmed the presence of the complex-glycosylated CFTR in CFBE-wt
cells resulting from the stable expression of wt-CFTR (Figure 1A). Compared to HBE and
CFBE-wt cells, the CFBE express only the core-glycosylated form (Figure 1A, white arrow).
Functional assays confirmed the presence of CFTR at the plasma membrane of HBE and
CFBE-wt cells (Figure 1B). CFTR Cl− activity, measured using cAMP-activated I efflux, was
inhibited in both cell lines in the presence of CFTR-inh-172 (inh-172), a potent and very
specific inhibitor of CFTR Cl− channel [29] (Figure 1B).

To further analyze the relationship between ROS production, CFTR expression, and
CFTR Cl− function, the intracellular ROS variations were monitored. Using a ROS-sensitive
fluorescent probe (H2DCFDA), we observed that the intracellular levels of ROS were higher
(~two fold) in CFBE cells compared to HBE (Figure 1C). Correction upon the expression
of wt-CFTR (CFBE-wt) did not attenuate the level of ROS in CFBE cells (Figure 1C). In
addition, the inhibition of the CFTR Cl− activity, using the CFTRinh-172 (inh-172) did not
affect ROS levels neither in HBE nor in CFBE-wt cells (Figure 1D), suggesting that CFTR
channel’s activity is not involved in ROS production.

Our results showed that ROS levels in CFBE cells are not influenced by the expression
or the activation of CFTR Cl− channel. These observations also suggested that CFTR-
independent mechanisms might participate in the CF-associated oxidative stress (OX-S).

To better evaluate the OX-S in CFBE compared to HBE and CFBE-wt cells, we assessed
various causes that have been associated with cell OX-S, including ER stress, mitochondria
metabolism, antioxidant enzymes activities, and deregulations in the status of essential
trace elements such as copper (Cu), iron (Fe), and zinc (Zn), [24–27].
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Figure 1. Characterization of CF Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) expression and reactive oxygen species
(ROS) production. (A) Expression of CFTR protein normalized to Na+/K+-ATPase in human bronchial epithelial cells;
control (healthy bronchial epithelial) (HBE), cystic fibrosis (CFBE), and CFBE stably transfected with wild (wt) type CFTR
(CFBE-wt). Black arrow corresponds to fully glycosylated mature CFTR form (band C). White arrow corresponds to core-
glycosylated CFTR (band B). (B) Iodide efflux used as a functional assay to determine the activity of CFTR chloride channel
in HBE, CFBE, and CFBE-wt cells, in the absence or presence of 10 µM of inh-172. (C) Measurement of ROS concentration in
HBE, CFBE, and CFBE-wt cells using dichlorodihydrofluorescein (DCF) fluorescent probe. Cells were incubated with 50
µM dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (H2DCFDA) for 45 min. The conversion of H2DCFDA to fluorescent
DCF was measured at λex/λem of 495/527 nm. (D) Measurement of ROS concentration in HBE and CFBE-wt, in the
absence or presence of inh-172 using the DCF fluorescent probe. Values with an asterisk are significantly different from their
corresponding controls (p < 0.05). ns: nonspecific. Data are expressed as mean ± SEM (n = 6).

3.2. Antioxidants Enzymes Activities in the Bronchial Epithelial Cells

First, we measured the activities of the cytosolic superoxide dismutases (SOD) Cu/Zn
form (Cu/Zn-SOD) and the mitochondrial SOD manganese form (Mn-SOD).

Both enzymes are the first line of defense against the deleterious effects of ROS [33].
Our results demonstrate that both activities are decreased in CFBE compared to HBE cells
(Figure 2A,B). Interestingly, the stable expression of wt-CFTR in CFBE cells did not correct
this defect, suggesting that both activities are independent from CFTR expression. Because
SOD activity scavenges superoxide anions (O2

−) and converts them to hydrogen peroxide
(H2O2) [32,40], a molecule that is transformed by the catalase and glutathione peroxidase
(GPx) enzymes, we measured the activity of both enzymes in our cell model.

The catalase activity was almost two-fold higher in CFBE compared to HBE cells,
confirming the over-production of CF-associated ROS (Figure 2C). However, the cata-
lase activity did not decrease following the correction by wt-CFTR protein (Figure 2C).
No change in GPx activity was depicted in CFBE cells compared to HBE and CFBE-wt
(Figure 2D), suggesting a limited role of GPx in CF-associated OX-S.
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Figure 2. Characterization of the oxidant/antioxidant system in CF bronchial cells. Cu/Zn-SOD (A), Mn-SOD (B), catalase
(C), glutathione superoxydase (GPx) (D), aconitase (E), and fumarase (F) activities were measured in HBE, CFBE, and
CFBE-wt cells as described in Materials and Methods. One unit of the total SOD activity was defined as the amount
of enzyme that inhibits the rate of pyrogallol autoxidation by 50%. The absorbance was measured at 420 nm for 5 min.
Catalase activity was determined at 240 nm by measuring the decomposition of hydrogen peroxide (H2O2). GPx activity in
the samples was determined by monitoring the decrease in NADPH absorption at 340 nm for 3 min. Aconitase activity
was measured by monitoring the formation of cis-aconitate upon addition of iso-citrate (20 mM), at 240 nm and 25 ◦C.
Fumarase activity was determined by measuring the increase in the absorbance at 240 nm at 25 ◦C. Values with an asterisk
are significantly different from their corresponding controls (p < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n = 6).

3.3. In Vitro Markers of Mitochondrial Oxidative Stress

Mitochondria are the primary site of H2O2 generation by aerobic metabolism [40]. At
the mitochondrial level, the Mn-SOD is responsible of the elimination of H2O2 generated by
the electron transport chain, which protects the mitochondria from oxidative damage [40].

Because the activity of Mn-SOD was reduced in CFBE cells (Figure 2B), we determined
the mitochondria function in the context of CF disease and in relation to CFTR protein.

First, we determined the purity of our mitochondrial fraction prepared from HBE,
CFBE, and CFBE-wt cells by measuring LDH and GDH activities, indicators of the cytosol
contamination and mitochondrial enrichment, respectively [35]. We could recover up to
~85.7 ± 2.5% of the total GDH activity detected in HBE, CFBE, and CFBE-wt homogenates
(Figure S1B). The remaining activity was present in the cytosolic fraction. For LDH, only
~5.7 ± 0.8% of the total activity was detected in the mitochondrial fractions (Figure S1C).
These results indicate that the mitochondrial fractions are relatively free of cytosolic contam-
ination. The mitochondrial fraction was then used to measure the oxidative stress through
the assessment of the activity of two enzymes, the aconitase that is inactivated by oxidant
molecules and fumarase, an enzyme that is unaffected by such stimuli [35]. Our results
show that mitochondria from CFBE cells exhibited 80% lower aconitase activity compared
to HBE cells (Figure 2E). The loss of aconitase activity in CFBE cells was independent
of CFTR expression since similar loss in CFBE-wt cells was observed (Figure 2E). Mito-
chondrial fumarase activity in CFBE, CFBE-wt, and HBE cells was unchanged (Figure 2F).
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These results support the conclusion that CF bronchial epithelial cells have an intrinsic
OX-S that appears to be independent from the CFTR expression and function.

3.4. In Vitro Indicators of Endoplasmic Reticulum (ER) Stress

ER stress and UPR (Unfolded Protein Response) activation are central to the stimu-
lation of cellular inflammation [41,42]. Yet, the relationship between CFTR expression in
bronchial cells and ROS production is unknown.

UPR is mediated by the activation of three ER transmembrane stress sensors: IRE1
(inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease-1); PERK (PKR-like ER kinase);
and ATF6 (activating transcription factor) [41,42]. We compared the levels of expression of
IRE1, PERK, ATF6, and XBP-1 (X-box binding protein 1). The latter is a transcription factor
that regulates the expression of genes important for the cellular inflammation and stress
responses [42]. Figure 3A,D show that the levels of the three proteins were significantly
elevated in CFBE cells compared to HBE.
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Figure 3. Unfolded Protein Response (UPR) characterization in healthy and CF bronchial cells.
Relative mRNAs expression of PERK (A), XBP1 (B), IRE1 (C), and ATF6 (D) in HBE, CFBE, and
CFBE-wt cells using real-time RT-qPCR. 18S rRNA expression was used as an internal control. Values
overwritten with stars are significantly different from the control (p < 0.05). Data are expressed as
mean ± SE (n = 6).
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The levels of PERK (Figure 3A), XBP-1 (Figure 3B), IRE1 (Figure 3C), and ATF6
(Figure 3D) were ~2.5, ~2.3, ~2, and ~0.5 fold higher in CFBE compared to HBE cells,
respectively. These results demonstrate the presence of an intrinsic UPR activation process
in CFBE cells that is independent of exogenous stimuli, such as infection or inflammation.
Interestingly, restoring plasma membrane CFTR expression and Cl− secretion reversed the
activation of UPR, suggesting a relationship between CFTR and UPR in bronchial epithelial
cells.

3.5. Inflammatory Profile of Healthy and CF Bronchial Epithelial Cells

Because exacerbated ROS production in CFBE cells (Figure 1C) may activate various
signaling pathways that increase the production and secretion of pro-inflammatory cy-
tokines, in the absence of any bacterial or viral infections, we analyzed the steady state
inflammatory profiles of healthy (HBE) and CF (CFBE) bronchial epithelial cells. Using
ELISA assays, we evaluated both the production (C; for cell) and secretion (M; for medium)
of the pro- (IL-1β, IL-8, IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-17E, TNFα) and the anti-inflammatory
(IL-10) cytokines. All these cytokines were reported to be deregulated in CF, particularly in
the bronchoalveolar lavages (BAL), fluids collected from CF patients [17]. Compared to
HBE, the CFBE cells showed a significant increase in the production and the secretion of
IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-17F, and IL-17E (Figure 4A–E). However, compared to HBE cells,
CFBE exhibited a significant decrease in IL-8 secretion despite its capacity to produce it
at high levels (Figure 4F). These results suggest that the CFBE cells may have a defective
secretion/exocytosis system linked to the delF508 mutation.
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Figure 4. Evaluation of inflammatory profile in healthy and CF bronchial cells. Measurements of IL-1β (A), IL-6 (B), IL-17A
(C), IL-17F (D), IL-17 (E), IL-8 (F), TNFα (G), and IL-10 (H), released in the culture media (M), or present in protein extracts
(C). The cytokines were assayed using a quantitative sandwich enzyme-linked immunoassay (ELISA) in HBE (white charts)
and CFBE (black charts). Concentrations are in pg/mg of extracted proteins. Values overwritten with asterisk are different
from the control (p < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n = 6).

Compared to HBE cells, our results also demonstrate a significant decrease in the
production of the TNFα in CFBE cells, while its levels of secretion remained unchanged
(Figure 4G). Finally, no IL-10 secretion was detected in the culture medium. This was not
due to a limitation in the detection as we could measure this cytokine within the cells at
value around 10 pg/mL in CFBE and ~63 pg/mg of protein in HBE cells (Figure 4H).
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3.6. IL-8 Secretion Is Associated with CFTR Function

The data regarding the role of CFTR function in the control of the inflammatory profile
of CF lung epithelial cells is very conflicting and depends on the protocol, on the cell
types used, and on culture conditions [17]. In our study, we used HBE cells known for
their ability to develop a highly polarized cell layer. To determine the effect of CFTR
inhibition on the secretion of pro-inflammatory cytokines, HBE cells were treated with
CFTRinh-172 (Figure 5). We first tested the effect of the drugs on the cell viability, since
CFTRinh-172 was reported to disturb the mitochondrial function in HELA cells [43]. Dose-
and time-dependent experiments are reported (Figure S2). The summary of these results
is reported on Figure 5A. Compared to untreated HBE cells, even 100 µM of CFTRinhi-
172 was without effect on cell viability, excluding any apoptotic effect of this molecule
(Figure 5A). The inflammatory profile was therefore evaluated, in the absence and in the
presence of CFTRinh-172. The results show that a treatment for 24 h did not affect the
levels of secretion of IL-1β, IL-6, IL-17F, and TNFα (Figure 5B–E). However, the secretion
of the pro-inflammatory cytokine, IL-8, was significantly increased from 9.7 ± 0.2 (control)
to 13.3 ± 0.4 pg/mg of protein (Figure 5F).

Biomedicines 2021, 9, x  11 of 16 
 

CFTRinh-172 was reported to disturb the mitochondrial function in HELA cells [43]. Dose- 
and time-dependent experiments are reported (Figure S2). The summary of these results 
is reported on Figure 5A. Compared to untreated HBE cells, even 100 µM of CFTRinhi-
172 was without effect on cell viability, excluding any apoptotic effect of this molecule 
(Figure 5A). The inflammatory profile was therefore evaluated, in the absence and in the 
presence of CFTRinh-172. The results show that a treatment for 24 h did not affect the 
levels of secretion of IL-1β, IL-6, IL-17F, and TNFα (Figure 5B–E). However, the secretion 
of the pro-inflammatory cytokine, IL-8, was significantly increased from 9.7 ± 0.2 (control) 
to 13.3 ± 0.4 pg/mg of protein (Figure 5F). 

 
Figure 5. Effect of CFTR inhibition on cytokines secretion in HBE cells. (A) Evaluation of HBE viability using MTT assays 
following 24 h incubation with 100 µM of inh-172, a CFTR chloride channel inhibitor. ELISA tests were used to measure 
IL-1β (B), IL-6 (C), IL-17F (D), TNFα (E), and IL-8 (F) secretion in the culture media of HBE cells treated during 24 h with 
100 µM of inh-172. Values overwritten with stars are significantly different from the control (p < 0.05). Data are expressed 
as mean ± SE (n = 6). 

3.7. Homeostasis of Bioactive Trace Metals Is Dysregulated in CF Bronchial Epithelial Cells 
In addition to UPR and mitochondria dysfunction, intracellular biometals, such as 

zinc (Zn), copper (Cu), and iron (Fe), may contribute to cellular ROS production [44]. In-
creased metal levels may undergo a Fenton reaction and form highly toxic hydroxyl rad-
icals (•OH) that induce an OX-S [44]. To compare the intracellular concentration of Cu, 
Zn, and Fe in HBE, CFBE, and CFBE-wt cells, we used the ICP-AES analysis. Hepatocyte 
cell line HepG2 was used as a positive control to validate the measurement, as these cells 
are known to participate in metal detoxification [45]. Compared to HBE cells, the intracel-
lular concentrations of Cu (Figure 6A), Fe (Figure 6B), and Zn (Figure 6C) were signifi-
cantly increased. The introduction of wt-CFTR did not correct the biometals deregulation 
in CFBE cells (Figure 6A–C), suggesting that other mechanisms or other proteins might 
be involved in the CF trace elements dyshomeostasis. 

The increase in the intracellular concentration of Cu, Fe, and Zn in CFBE cells may 
be the consequence of the retention of CFTR-dF508 in the ER compartment. To verify this 
hypothesis, we measured the intracellular concentration of these elements in BHK (baby 

B C

D E

A

F

25

50

75

100

125

H
BE

 c
el

lv
ia

bi
lit

y
(%

)

ns

0 100inh-172 (µM)

IL-17F

0 100inh-172 (µM)

0.5

1

1.5

2

2.5

pg
/m

g 
of

 p
ro

te
in

ns
TNFα

2

4

6

8

10

pg
/m

g 
of

 p
ro

te
in ns

1000inh-172 (µM)

pg
/m

g 
of

 p
ro

te
in

0.25

0,5

0,75

1

1.25 ns

0 100inh-172 (µM)

IL-1β

3

6

9

12

15

pg
/m

g 
of

 p
ro

te
in

18

0 100inh-172 (µM)

*
IL-8

1000

2000

3000

pg
/m

g 
of

 p
ro

te
in

100

ns

0 100inh-172 (µM)

⁄⁄

IL-6

Figure 5. Effect of CFTR inhibition on cytokines secretion in HBE cells. (A) Evaluation of HBE viability using MTT assays
following 24 h incubation with 100 µM of inh-172, a CFTR chloride channel inhibitor. ELISA tests were used to measure
IL-1β (B), IL-6 (C), IL-17F (D), TNFα (E), and IL-8 (F) secretion in the culture media of HBE cells treated during 24 h with
100 µM of inh-172. Values overwritten with stars are significantly different from the control (p < 0.05). Data are expressed as
mean ± SE (n = 6).

3.7. Homeostasis of Bioactive Trace Metals Is Dysregulated in CF Bronchial Epithelial Cells

In addition to UPR and mitochondria dysfunction, intracellular biometals, such as zinc
(Zn), copper (Cu), and iron (Fe), may contribute to cellular ROS production [44]. Increased
metal levels may undergo a Fenton reaction and form highly toxic hydroxyl radicals (•OH)
that induce an OX-S [44]. To compare the intracellular concentration of Cu, Zn, and Fe
in HBE, CFBE, and CFBE-wt cells, we used the ICP-AES analysis. Hepatocyte cell line
HepG2 was used as a positive control to validate the measurement, as these cells are
known to participate in metal detoxification [45]. Compared to HBE cells, the intracellular
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concentrations of Cu (Figure 6A), Fe (Figure 6B), and Zn (Figure 6C) were significantly
increased. The introduction of wt-CFTR did not correct the biometals deregulation in CFBE
cells (Figure 6A–C), suggesting that other mechanisms or other proteins might be involved
in the CF trace elements dyshomeostasis.
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The increase in the intracellular concentration of Cu, Fe, and Zn in CFBE cells may
be the consequence of the retention of CFTR-dF508 in the ER compartment. To verify this
hypothesis, we measured the intracellular concentration of these elements in BHK (baby
hamster kidney) and BHK cells overexpressing CFTR-dF508 (BHK-dF). Figure S3 shows
that CFTR-dF508 did not affect the intracellular levels of Cu, Fe, and Zn. Additionally, the
overexpression of wild type CFTR in CF-IB3 cells to generate SF9-cell line did not affect the
levels of these elements (Figure S3).

3.8. Effect of Copper Treatment on Healthy and CF Inflammation Responses

The above results demonstrated that numerous processes that are linked to copper
homeostasis were deregulated in CF cells; these include decreased Cu/Zn- and Mn-SOD
activities, deregulated mitochondrial activity, and increased intracellular Cu contents. Ad-
ditionally, previous data showed decreased cytoplasmic and mitochondrial concentration
of glutathione, a potent Cu chelator in CF lung epithelial cells [21]. Based on these findings,
we hypothesized that Cu is a biometal that may play a critical role in CF, particularly in
relation to OX-S and inflammation.

To verify this hypothesis, we incubated HBE cells for 24 h in the presence of cop-
per. First, we showed that copper treatment increased intracellular copper concentration
(data not shown, [28]). We then measured ROS production following copper treatment.
Figure 7A shows that incubation with Cu increased ROS production in a dose-dependent
manner. This finding suggests that elevated extracellular copper levels, as reported in BAL
of CF patients [46], may induce OX-S, one of the triggers of local inflammation.

We then determined the inflammatory responses of HBE cells, in the absence or
presence of copper (100 µM). Figure 7B,C show that copper treatment increased IL-6 and IL-
8 secretion and IL-10 production (Figure 7E). Secretion of TNFα was significantly deceased
(Figure 7D) and no change was observed in the levels of IL-1β and IL-17 inflammatory
cytokines (Figure S4). These data strongly suggest that copper is involved in OX-S-mediated
inflammation in CF cells

Previous data from our group demonstrated that lower concentrations of intracellu-
lar copper in trophoblast cells also increased ROS production [31]. To test this hypoth-
esis in lung cells, we treated HBE cells with the specific extracellular copper chelator,
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bathocuproine sulphonate (BCS), and determined their viability; the levels of intracellular
copper concentration; and ROS production and the levels of secreted cytokines.

No changes in these parameters were observed, Figures S5 and S6, suggesting that the
chelation of the extracellular copper using BCS does not influence the intracellular copper
concentrations, most of which is in a bounded form.
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Figure 7. Effect of copper treatment on the inflammation profile of healthy and CF bronchial cells. (A) Measurement of
ROS levels in HBE cells following treatment with the indicated copper (Cu2+) concentrations. Cells were incubated with
50 µM H2DCFDA for 45 min. The conversion of H2DCFDA to fluorescent DCF was measured at λex/λem of 495/527 nm.
Measurement of IL-6 (B), IL-8 (C), TNFα (D), and IL-10 (E) concentrations in the culture media (grey chart) and in protein
extracts (black chart) of HBE cells after treatment with 100 µM of Cu, during 24 h. Cytokine levels were assayed using
ELISA tests. Concentrations are in pg/mg of protein extracts. Values overwritten with stars are significantly different from
the control (p < 0.05). Data are expressed as mean ± SE (n = 6).

4. Discussion

In the present study, we demonstrate that bronchial epithelial cells homozygous for
the delF508 mutation exhibit a constitutive secretion of pro-inflammatory cytokines and
an intrinsic oxidative stress response. These two processes were evaluated in the absence
of bacterial infection, a process thought to be the earliest step in CF development [10–12].
While the study was based on in vitro findings that mainly used the HBE cell model, it
allowed advancing our understanding on the CF disease. In fact, this cell type represents
the first line of defense against the external infections [47] and has the advantage of
developing a highly polarized cell layer compared to other previously used cell lines [28].
ROS production in CF cells was independent of CFTR mutation, expression, or function,
confirming previously reported data that used other cellular models [48,49]. Our results
also demonstrate the decrease in the antioxidant response that was not corrected by the
expression of CFTR-wt protein.

For the first time, we demonstrate that the activity of Mn-SOD, an important enzyme
of mitochondrial function, was decreased in CF bronchial cells in a CFTR-independent
manner. This result is in line with the decrease in the aconitase activity, an enzyme
associated with mitochondrial function, suggesting that the local production of H2O2 may
not be eliminated by Mn-SOD, which may contribute in the long-term accumulation of the
intracellular ROS in CF cells.

Another parameter involved in the production of ROS is the UPR system [50]. We
demonstrated that the UPR activity is detected in CF bronchial epithelial cells in a CFTR-
dependent manner. This finding is in line with previously published studies, showing that
correction of CFTR-delF508 trafficking decreased UPR activation [51].

We also provided evidences that the OX-S is responsible for the inflammation re-
sponses that characterize CFBE cells. However, some discrepancies were observed for IL-8,
as these cells only produced IL-8 but could not secrete this cytokine. This lack of secretion
has also been observed in other studies using primary culture models [52]. Importantly,
IL-8 was increased upon the inhibition of CFTR, suggesting a potential side effect of the
inh-172 molecule as previously observed in Hela and IB3 cells [43]. The most intriguing
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result was the loss of the production and secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10
by CFBE cells, suggesting that other processes may be involved in the bronchial intrinsic
CF inflammatory responses.

In addition to UPR and mitochondria dysfunction, intracellular biometals such as
zinc (Zn), copper (Cu), and iron (Fe) may undergo a Fenton reaction that contributes to
cellular ROS production [44]. For the first time, we demonstrate that CF cells exhibit high
intracellular concentrations of copper, iron, and zinc that were independent from CFTR.

The existence of such deregulations was also documented in the BAL of CF pa-
tients [53]. However, the underlying mechanisms are still to be demonstrated. Because the
CF OX-S has been associated with alterations in oxidant/antioxidant actors [25,26], which
are mainly related to copper for their activities, [27,46], we only focused on copper effect
on the inflammation responses. Upon copper treatment, only pro-inflammatory cytokines
secretion was disturbed, suggesting that copper deregulations in CF patients might trigger
the inflammatory responses through the activation of OX-S. Nevertheless, a link between
the cupric status in CF and the activation of the master regulator of the pro-inflammatory
cytokines [13], the NFκB, is still missing.

The link between copper and inflammation and the correlation between oxidative
stress and ROS production provide strong evidence that support the idea that ROS produc-
tion by the CFBE cells may contribute to the activation of inflammatory process.

This work uncovers the intrinsic inflammatory and oxidative stress responses that
are activated at the onset of the CF disease, in the absence of any infection and/or pro-
inflammatory stimuli. The identification of cellular copper as a key factor in the generation
of CF-associated OX-S opens new areas of investigation to better understand CF-associated
early inflammation.
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Résumé 

Le facteur, PROK1 aussi dénommé EG-VEGF appartient à la famille des prokinéticines (PROK), dont les membres sont directement impliqués 
dans le contrôle de l’inflammation et l’angiogenèse. Ces facteurs agissent via deux récepteurs de la famille des RCPG, PROKR1 et PROKR2 

et régulent plusieurs processus physiologiques et pathologiques, y compris le cancer. Mon équipe de recherche a récemment démontré que 

l’expression de PROK1 et PROKR2 était augmentée dans le cancer du système reproducteur féminin, le choriocarcinome gestationnel (CG), 
et dans la mucoviscidose. L’antagonisation de PROKR2 dans un modèle animal de CG diminue le développement et la progression de ce 

cancer et réduit la réponse inflammatoire, suggérant que l'inhibition du système PROK1/PROKR2 pourrait constituer une cible thérapeutique 

prometteuse pour les cancers et les pathologies pro-inflammatoires PROK1-dépendantes. Cependant, les antagonistes anti-PROKR2 ne sont 
pas spécifiques pour ce récepteur, présentent une toxicité à long terme et peuvent être associés au développement d’effets secondaires, car ils 

bloquent un récepteur partagé avec d’autres membres de la famille des PROKs. Ainsi, les objectifs de ma thèse étaient, i) de développer une 

nouvelle stratégie d’inhibition de ce système en ciblant le ligand, PROK1, et i) de mettre en évidence les différences moléculaires et cellulaires 
qui caractérisent les récepteurs PROKR1 et PROKR2 afin de proposer, à long terme, des stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement l’un 

ou l’autre récepteur. Le développement de la stratégie du blocage du ligand PROK1 a nécessité, le clonage de la séquence humaine de prok1 

dans différents plasmides, la mise en place de plusieurs systèmes « eucaryotes ou procaryotes » d’expression et de production, et le 
développement de nombreuses techniques de purification afin de résoudre sa structure tridimensionnelle (STD). Des analyses in silico ont 

également été réalisées ; pour accélérer la résolution de sa STD, caractériser les interfaces de son interaction avec PROKR2, et réaliser le 

docking moléculaire dans le but d’identifier des molécules chimiques capables d’inhiber l’interaction PROK1-PROKR2. Un test fonctionnel 
a aussi été développé pour évaluer in vitro les molécules les plus prometteuses. Pour la réalisation de ce test fonctionnel, nous avons généré 

deux lignées stables exprimant PROKR1 ou PROKR2. La caractérisation cellulaire et moléculaire de PROKR1 et PROKR2 a mis en évidence 

l’existence de différences post-traductionnelles concernant les demi-vies des récepteurs, leur stabilité, leur mode d’adressage à la membrane 
et leurs niveaux de repliement. Partant de ce constat, nous avons débuté l’étude des mécanismes sous-jacents à ces différences en ciblant 

prioritairement les extrémités N- et C-ter et leurs implications dans le processus de dimérisation potentielle de PROKR1 et PROKR2. 

L’ensemble des résultats de ma thèse ont permis de produire la protéine PROK1, de résoudre sa structure et d’identifier les acides aminés 
impliqués dans son interaction avec le PROKR2. Le développement des lignées exprimant PROKR1 ou PROKR2 a permis, i) de mettre en 

place un test fonctionnel de l’activité des prokinéticines, ii) d’identifier trois molécules inhibitrices du ligand PROK1 et iii) de démontrer qu’en 

dépit de la faible différence d’identité entre PROKR1 et PROKR2, que PROKR1serait plus stable au niveau de la membrane, subirait moins 
de dégradation au niveau du lysosome, et que sa partie C-ter confèrerait la dimérisation entre récepteurs PROKRs. 

En conclusion, ma thèse a apporté des outils moléculaires pour l’étude des prokinéticines, a permis d’identifier de nouvelles molécules 

inhibitrices du ligand PROK1 et de son interaction avec PROKR2 et à comparer pour la première fois les deux récepteurs de cette famille. 
L’ensemble de ces données nous permettra de mieux cibler les récepteurs PROKRs et leurs ligands afin de proposer une pharmacothérapie 

plus spécifique des cancers PROK-dépendants et des maladies inflammatoires dans lesquelles ils sont dérégulés, comme la prééclampsie et la 

mucoviscidose. 

 

 

Abstract 

Prokineticin-1 (PROK1) protein, also known as EG-VEGF (Endocrine gland derived-vascular endothelial growth factor) belongs to the 

prokineticin (PROK) family, whose members are directly involved in the control of key processes such as inflammation and angiogenesis. 
PROK1 acts via two GPCR receptors, PROKR1 and PROKR2 and regulates several physiological and pathological processes, including cancer 

and cystic fibrosis (CF). My research team recently demonstrated that the expression of PROK1 and PROKR2 were increased in the female 

reproductive cancer, gestational choriocarcinoma (GC) and in CF. The antagonization of PROKR2 in an animal model of GC decreased tumor 
growth and its progression, suggesting that inhibition of the PROK1/PROKR2 system may constitute a promising therapeutic target for all 

PROK1-dependent cancers and pro-inflammatory diseases. However, anti-PROKR2 antagonists are not specific for this receptor, exhibit long-

term toxicity and may be associated with the development of side effects as they block a shared receptor with other members of the PROKs 
family.  

The objectives of my thesis project aimed at i) developing a new strategy that targets the inhibition of the ligand, PROK1, and ii) 

characterizing the molecular and cellular features that differentiate PROKR1 from PROKR2 in order to propose new therapeutic strategies that 
will specifically target one or the other receptor.   

The development of the PROK1 blocking strategy required the cloning of the human Prok1 sequence in different plasmids, the implementation 

of several eukaryotic or prokaryotic expression and production systems, and the development of numerous purification techniques in order to 
resolve its three-dimensional structure (STD).  In silico analyses were also performed to accelerate the STD resolution of PROK1, to 

characterize the sites of its interaction with PROKR2, and to perform molecular docking in order to identify chemical molecules able to inhibit 

the PROK1-PROKR2 interaction. A functional assay was also developed to test in vitro the most promising molecules. The functional test 
required the development of two stable cell lines expressing PROKR1 or PROKR2. 

The cellular and molecular characterization of PROKR1 and PROKR2 revealed post-translational differences regarding the receptor’s half-

life, its stability, trafficking and folding levels. Based on these observations, we initiate the investigation of the mechanisms behind these 
differences, firstly by targeting the roles of N- and C-terminus in these processes, particularly in the dimerizations of PROKR1and PROKR2. 

Altogether my thesis project allowed the production of a recombinant PROK1 protein, the resolution of  its structure and the identification of 

the amino acids that are involved in its interaction with PROKR2. The development of cell lines expressing PROKR1 or PROKR2 allowed, i) 
the set-up of a functional test of the activity of prokineticins, ii) the identification of three inhibiting molecules of the PROK1 ligand and iii) 

the demonstration that, in spite the existence of a huge identity between PROKR1 and PROKR2, PROKR1 would be more stable at the plasma 

membrane; undergo less degradation at the lysosome level and its C-terminal part may confer the dimeristaion between PROKRs receptors. 
In conclusion, my thesis project established new molecular tools for the study of the prokineticins system; identified new inhibiting molecules 

of the PROK1-PROKR2 interaction, and compared for the first time PROKRs cellular and biochemical features. All these data will allow 

better targeting of PROKRs and their ligands in order to propose more specific pharmacotherapies for PROK-dependent cancers and 
inflammatory diseases, such as preeclampsia and cystic fibrosis. 
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